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RSK proteini hiicre igerisinde cesitli rollerde gorevli olan bir proteindir. Metastaz,
proliferasyon ve hiicre biiylimesi ve gelismesi gibi kritik yolaklarda islevi olan bu proteinin
cesitli caligmalar sonucunda kanser hiicrelerinde normale kiyasla daha fazla ifade oldugu
vurgulanmustir.

Bu tez kapsaminda, in siliko analizler ile belirlenen ve ticari potansiyel RSK inhibitorlerinin
kolorektal kanseri hiicreleri ve saglikli model olan HUVEC hiicreleri lizerine in vitro
etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu amagla, temin edilen ticari potansiyel inhibitor
adaylarinin ilk olarak total RSK seviyeleri SW480 ve HT-29 hiicre hatlarinda western
blotting metodu ile protein seviyesinde gdsterilmistir. Ticari potansiyel RSK inhibitorlerinin
sitotoksik 6zelikleri SW480 ve HT-29 hiicrelerinde MTT analizi ile belirlenmistir ve ICso
degerleri hesaplanmistir. Buna gore Y040-4759, S322-0083 ve C592-3214 kodlu bilesikler,
Ozellikle SW480 ve HT-29 hiicre hatlarinda diisiik ICso degerleriyle 6ne ¢ikmistir. Annexin
V/PI testi ve western Blotting testi uygulanarak apoptoz tespit edilmistir. HT-29 hiicreleri
icin Y040-4759, 6190-0389, V030-2239, S322-0083, C592-3214 ve V031-1748 bilesikleri
etkili olurken, SW480 hiicrelerinde F688-0005, Y040-4759, S322-0083 bilesikleri etkili
olmustur. Koloni formasyon ve yaralanma deneyi analizleri yapilarak hiicrelerin koloni
olusturabilme ve go¢ potansiyelleri incelenmistir. Bunun sonucunda HT-29 hiicre hatt1 i¢in
F688-0005, C592-3214, V031-1748, V030-2239 ve Y040-3184 bilesiklerinin ve SW480 i¢in
ise F688-0005, C592-3214 ve S322-0083 bilesiklerinin yara iyilesme potansiyelini azaltict
etkileri 6n plana ¢ikmistir. Koloni olusturma yetilerine bakildiginda SW480 i¢in F688-0005
ve Y040-4759 bilesiklerinin koloni olusumunu baskiladigi, HT-29 hiicreleri icin ise F688-
0005, C592-3214, V031-1748, V030-2239, 6190-0389 ve Y040-3184 bilesiklerinin koloni
olusturma kabiliyetini azaltmistir. Protein seviyesinde ki sonuglarina gore ise SW480 hiicre
hattinda Y040-4759 ve HT-29 hiicre hattinda F688-0005 ve C592-3214 bilesiklerinin, total
ve fosforile RSK diizeylerini diislirdiigii goriilmiistiir. Sonug olarak, 6zellikle F688-0005 ve
(C592-3214’1in RSK inhibisyonu yoluyla kolon kanseri hiicrelerinde potansiyel antikanser
bilesikler olma yolunda umut vaat etmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Apoptoz, kolon kanseri, RSK, RSK inhibitérleri

Bilim Kod / Kodlar1 : 20603, 20606, 20610 Sayfa Sayist : 96



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE ANTICANCER ACTIVITIES OF POTENTIAL P90
RIBOSOMAL S6 KINASE (RSK) INHIBITORS IN A COLON CANCER CELL
MODEL
MSC THESIS
UFUK MULHIM
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. ESRA TOKAY )
(CO-SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. FERAH COMERT ONDER )
BALIKESIR, JUNE - 2025

RSK is a multifunctional protein that plays critical roles in various cellular pathways,
including metastasis, proliferation, and cell growth and development. Numerous studies have
highlighted that RSK is expressed at higher levels in cancer cells compared to normal cells.

In this thesis, the aim was to investigate the in vitro effects of commercially available
potential RSK inhibitors, identified via in silico analyses, on colorectal cancer cell lines and
a healthy control cell line (HUVEC). Initially, the total RSK expression levels in SW480 and
HT-29 cell lines were demonstrated at the protein level using the western blotting technique.
The cytotoxic properties of the selected commercial RSK inhibitor candidates were
determined through MTT assays on SW480 and HT-29 cells, and their ICso values were
calculated. Based on these results, compounds Y040-4759, S322-0083, and C592-3214 were
particularly notable for their low ICso values in both cell lines.

Apoptosis was evaluated using both Annexin V/PI assay and western blotting. For HT-29
cells, compounds Y040-4759, 6190-0389, V030-2239, S322-0083, C592-3214, and V031-
1748 were effective in inducing apoptosis, while F688-0005, Y040-4759, and S322-0083
were effective in SW480 cells. Colony formation and wound healing (scratch) assays were
performed to assess the colony-forming ability and migratory potential of the cells.
Accordingly, F688-0005, C592-3214, V031-1748, V030-2239, and Y040-3184 inhibited
wound healing in HT-29 cells, while F688-0005, C592-3214, and S322-0083 showed similar
effects in SW480 cells. Regarding colony formation, F688-0005 and Y040-4759
significantly reduced colony formation in SW480 cells, whereas F688-0005, C592-3214,
V031-1748, V030-2239, 6190-0389, and Y040-3184 suppressed colony formation in HT-29
cells.

At the protein level, compound Y040-4759 was found to reduce total and phosphorylated
RSK levels in SW480 cells, while F688-0005 and C592-3214 decreased these levels in HT-

29 cells. In conclusion, especially F688-0005 and C592-3214 show promising potential as
anticancer agents targeting RSK inhibition in colorectal cancer cells.

KEYWORDS: Apoptosis, colorectal cancer, RSK, RSK inhibitors,
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1. GIRIS

1.1 Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser 2020 verilerine gore diinyada en fazla goriilen kanser tiirlerinde 3.
siradadir [1]. Hasta sayisi her gecen giin daha da artmaktadir ve verilere gore 2035 yilinda
2.5 milyon kolorektal kanser hastasinin olacagi diistiniilmektedir [2]. Kolorektal kanser tek
bir patolojik kimlige sahip olmadigindan molekiiler olarak c¢ok fazla yolakla
iligskilendirilendirilir. Bundan dolay1 antitiimér ajanlarina karst direng gelistirme olasiligi
yuksektir [3]. Saglikli kolon ve rektal epitel hiicresinde olusan mutasyonlarin birikmesiyle
polip olusur, sonrasinda olusan bu polip karsinomaya doniigiir [4]. Cok farkli risk

faktorlerine sahiptir.

Kolorektal kansere neden olan risk faktorlerini ikiye ayirabiliriz. Birincisi modifiye
edilebilir olanlardir. Alkol alimi, sigara kullanimu, kilo, fiziksel aktivite, saglikli beslenmeme
ve stres gibi risk faktorleri bu gruba dahil edilebilir. Ikincisi ise modifiye edilemeyen risk
faktorleridir. Bu faktorler yas, cinsiyet, aile ge¢misi, bagirsak mikrobiyotast ve genetik
yatkinlik sayilabilir [5]. Alkol kullaniminin da insanlarda kolorektal kanser riskinin arttigini
gostermistir  [6, 7]. Yine aym sekilde sigara kullaniminin da kolorektal kansere etkisi

goriilmiistiir [8].

Sigara ile birlikte inhalasyon yoluyla viicuda giren nitrosamin, heterosiklik amin, polisiklik
aromatik hidrokarbon ve benzen gibi toksik kimyasallar kolorektal mukus hiicrelerinde
karsinojen etkiye sahiptirler. Bu gibi maddelere kars1 olan uzun siireli maruziyet kolorektal
kanseri hiicrelerinde molekiiler degisikliklere neden olarak kolorektal kansere sebebiyet
verebilmektedirler [9]. Obezite de kolorektal kanserini indiikleyebilmektedir. [L-6 ve tumor
necrosis factor alfa gibi pro-inflammatuvar sitokinler mekanizmasiyla ve obezitede
yiikselensafra kesesi salgisindan dolayr olusan enflamasyonlar kolorektal kanseri

tetikleyebilir [10, 11].

Hareketsiz yasam da dolayl1 olarak kolorektal kanserle iliskilendirilebilmektedir. Hareketsiz
yasamin obeziteye, insiilin direncine ve yiiksek kan sekeri seviyesine sebebiyet vermesi,
anormal bagirsak peristaltizmine sebep olabilmektedir. Bununla birlikte hareketsiz yagamin

kendisi de buna sebebiyet verebilmektedir [5].



Dengesiz ve sagliksiz beslenme de kolorektal kanserde etkili olabilmektedir. Islenmis
kirmizi1 etin ¢okga tiiketiminden dolayr rapor edilmis kolorektal kanser vakalari
bulunmaktadir. Etin ¢ok yiliksek derecelerde pismesi heterosiklik aminler ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlarin agiga ¢ikmasini saglar. Bu karsinojenlerle kolorektal mukusun
temasi kolorektal kanser riskini artirabilir [12, 13]. Ayrica yiiksek yag tiiketimi de kolorektal

kanser riskini artirabilmektedir. Fakat bunula ilgili bir bulgu bulunmamaktadir [14].

Fizyolojik stres ise hipotalamik salgi bezlerini fazlaca aktive ettiginden bu durum anormal
metabolik aktivitelere, immiin sisteminde bozukluklara ve kansere yol acabilmektedir [15].
Baz1 hayvan deneyleri sonuglarina gore stresten kaynaklanan kortizol, epinefrin, ve
norepinefrin salgisinin artmasi da kansere yol acan faktorler arasinda yer almaktadir [16].

Kronik fizyolojik stres ise mutasyon, tiimor biiylimesi, hiicre oliimiine karsi direnc,
proliferasyon sinyalleri ve metastaz gibi farkli timor olusumu fazlarina etki edebilmektedir

[17].

Kontrol edilemeyen risk faktorleri arasinda ise yas faktdriinden bahsedilebilir. Ilerleyen yas
kolorektal kanser riskini artirmaktadir. Son yapilan calismalara gore kadinlarin kolorektal
kanseri riskinin erkeklerden daha az oldugu kesfedilmistir. Erkeklerdeki kolorektal kansere
yakalanma riski oran1 100.000°de 23.4 iken bu oran kadinlarda 100.000’de 16.2 olarak
Olciilmiistiir [18].

Genetik yatkinlikta ile olusan ve kolorektal kanserler i¢inde yaygin olarak bulunan kanserler
de vardir. Bunlar i¢cinde, adenomatozis polipozis koli (APC) geninde ortaya ¢ikan germ hatt1
(yumurta ve sperm hiicrelerinde bulunan ve nesilden nesile aktarilabilen) mutasyonlardan
olusan kolorektal kanser ve DNA hasar onariminda gorev alan genlerin degismesi sonucu
ortaya cikan kanser olarak adlandirilan Lynch sendromu sayilabilir [19]. Bu hasta
populayonunda, kolorektal kanseri olan hastalarin birinci derece akrabalarinda da polip

olusumuna yatkinlik gézlenmektedir [20].

En biiyiikk kolorektal kanseri risk faktorlerinden bir tanesi ise bagirsak florasi olarak
gosterilebilir. [21]. Mikrobiyotanin diizeltilmesi kolorektal kanserden korunma yontemi

olarak diisiiniilebilir [22].



1.2 Kolorektal Kanser Tipleri

Kolorektal kanser ¢esitli mutasyonlarin birikmesiyle olusan bir kanser tipidir. Bu
mutasyonlar birlesir ve normal bagirsak epitel hiicrelerini benign neoplazmalara doniistiiriir.
Daha sonrasinda bu neoplazmalar ise karsinomaya doniislirler Genomik instabilite
kaybolunca kolorektal kanser riski artar. Genomik instabilite birden fazla sekilde
etkilenebilir. Genomik analizler, somatik hiicrelerde olusan ortalama genin mutasyonunun
kolorektal kansere sebebiyet verdigini gostermistir. Ayrica bu sayr 100 gene kadar
cikabilmektedir, ki bu da hastaligin heterojenligine dikkat ¢ekmektedir [23]. Kolorektal
kanser sadece tek bir cesitten olusan bir hastalik degildir. Baz1 molekiiler veya morfolojik
alt tiirlere ayrilir. Biiyiik ¢ogunlugunu genetik diizensizlikler olusturur ve en az 2 farkl

mekanizmasi vardir.

Birinci mekanizma en yaygin olanidir. %84’iinii olusturmakla birlikte kromozomal
dengesizlikten kaynaklanir. Kromozomal instabilite (CIN) kromozomlardaki biiyiik
degisiklikleri i¢ine alan gruptur. Bu degisiklikler delesyonlar, translokasyonlar veya diye
diger kromozomal degisiklikler olabilir [24]. Onceki c¢aligmalar CIN tipi kolorektal
kanserleri APC tiimor baskilayict gen iizerinde olusan ¢esitli baskilayict veya inaktive edici

mutasyonlarla iligkilendirmistir.

Ikinci grup ise yaklasik %15 ini olusturur ve DNA tamir mekanizmasi olan mismatch repair
(MMR) da gergeklesen bozulmalardan dolayr mikrosatelitlerin dengesizliginden (MSI)
olusan mutasyonlardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Bu grup genel olarak TP53 geninde

bir diploid goriintii ortaya ¢ikarir [25].

1.2.1 Kromozom kararsizhig1 (Chromosome Instability; CIN) sebepleri

CIN (Chromozom Instability) tiimorleri genelde Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene
homolog (KRAS) veya Fosfatidilinositol-4,5-Bisfosfat 3-Kinaz Katalitik Alt Birim Alfa
(PIK3CA) gibi onkogen aktivasyonu ile ve APC, SMAD4 gibi tiimor baskilayici genlerin
birlikte mutasyona ugramastyla olusur. Bu durum ilk defa 1990 yilinda Fearon ve Vogelstein

tarafindan agiklanmistir [26].

Bu durumun en 6nemli sebebi Wingless ve Int-1 (WNT) yolaginin asir1 indiiklenmesidir.
WNT yolaginin asir1 indiiklenmesi de genel olarak APC geninde olusan mutasyondan

kaynaklanmaktadir. Adenomalarin %80’lik kismi APC geninde olusan mutasyondan, %5 ila



%10’luk kismi ise WNT yolagindaki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir [27]. APC geni
WNT yolagini baskilayan 6nemli bir negatif diizenleyici roliinii oynamaktadir. Aksin-APC
kompleksinin bir parcasi olarak rol oynar ve WNT bileseni olan -kateninin par¢alanmasini
saglar. Eger APC geninde bir bozulma olursa bu durum ortamda fazla beta katenin
birikmesine ve bunun sonucunda WNT yolaginin asir1 bir sekilde aktive edilmesine neden
olacaktir. Ayrica beta katenin seviyesinin asiri yiikselmesi sitoplazmadaki fazla beta
kateninin hiicre ¢ekirdegine gegmesine ve oradaki MYC gibi baska genlerin aktivasyonuna

sebebiyet verecektir [28].

WNT yolaginda meydana gelen bu diizensiz karmasa proliferasyon ve farklilagma stirecinde
diizensizlige neden olur. Bu diizensizlik ise displastik kript denen diizensiz bagirsak
yapilarini olusturur. Bu bezler hiicresel yapis1 anormal olan bagirsak bezleridir ve kanser
baslangic1 olarak gosterilebilir. Bu bezler zamanla diger tiimor baskilayicit genlerin de
kaybolmasiyla adenomlara doniisebilir. Adenomdan invaziv karsinoma evresine gegis ise
genelde timor baskilayict TP53  geninde olusan mutasyondan veya bu genin

kaybolmasindan dolay1 saglanabilir [28].

1.2.2 MSI (Mikrosatellitlerin dengesizligi) sebepleri

DNA’nin eslenmesinde hatanin giderilememesi ve mikrosatelitlerdeki dengesizlikler hiper
mutasyonlu kansere ve Lynch sendromuna neden olmaktadir. Lynch sendromu, dnceki
adiyla aileden gelen polip olmayan kolon kanseri sendromu (HNPCC), kalin bagirsag: ve
ikinci olarak endometriyumu etkileyen kalitsallikla iliskilendirilen kanser tipidir. Bununla
birlikte yumurtalik, mide, ince bagirsak, iireter gibi diger organlarda da adenokarsinom
olusma riski artmaktadir. Neoplastik hiicrelerde meydana gelen DNA MMR sistemi
bozukluklari, bu hiicrelerde neoplazm olusmasina sebep olmaktadir. Bu sendrom hatali
MMR DNA uyumsuzluk tamir genleri, ¢ogunlukla MutS Homolog 2 (MSH2) veya MutL
Homolog 1 (MLHI1), genlerindeki mutasyonlarin kalitimla aktarilmasiyla ortaya
¢ikmaktadir. Tiimor olusumunda genelde ikinci MMR aleli susturmus, mutasyona ugramas,
delesyonla silinmis veya metillenmistir. Bu sekilde MMR genlerinin ikisi de etkisini
kaybetmis olur. Lynch sendromunda en ¢ok etkilenen genler MSH2 ve MLH1 genleridir. Bu
sendromun yaklasik %45°1 bu genlerdeki bozukluklardan dolay1 ortaya ¢ikar. Geri kalan
kisimsa genelde MutS Homolog 6 (MSH6) ve Postmayotik Segregasyon Artmis 2 (PMS2)
genindeki bozukluklardan dolay1 ortaya ¢ikmaktadir [29, 30].



1.3 Kolorektal Kanseri Tedavi Yontemleri
Kolorektal kanserin birden fazla tedavi yontemi bulunmaktadir. Bunlar1 ameliyat,

krayoameliyat, kemoterapi, radyoterapi ve hedefli tedavi olarak siralayabiliriz [31].

1.3.1 Ameliyat/Operasyon

En yaygm tedavi yéntemlerinin basinda ameliyat ile timérii alma gelir. Ozellikle timor
metastazla karacigere si¢rarsa bu yontem ilk kullanilan yontemlerden birisidir. Bu ameliyat
laparoskopik yada agik ameliyat seklinde uygulanabilir [32]. Fakat bu ydntemin
uygulanabilmesi i¢in var olan tiimoriin karakteristik 6zellikleri bilinmelidir. Uygulamadan
once histolojik analizler yapilmalidir. Tiimoriin kolonoskopi yoOntemiyle incelenmesi

gerekebilir [33].

1.3.2 Kriyoterapi

Kriyoterapi yontemi rektal kanserde uzun yillardan beri kullanilan bir tedavi yontemidir.
Diisiik 1silar kullanilarak tlimoriin ablasyona ugratilmasi prensibine dayanir. Tiimorii asiri
soguk ile muamele ederek kanser hiicrelerini 61diirmeyi amaclamaktadir. Prostat, karaciger,
bobrek gibi bagka tiimorlerin tedavilerinde de kullanilabilmektedir [34]. Diisiik anestezi
kullanimi, kolay operasyon sekli anlise minimum zarar1 olmasi gibi bir¢cok avantaji olmasina
ragmen kriyoablasyon ile kolorektal kanser tedavisi ¢ok yeni bir tedavi se¢enegidir ve konu

lizerinde arastirmalar devam etmektedir [35].

1.3.3 Radyoterapi

Tiimorlerde bulunan stroma tiimoriin biiylimesinde ve gelismesinde ¢ok onemli bir rol
oynamaktadir. Bagisiklik baskilayici sitokin salgilama, metabolik diizenlemeleri tiimor
leyhine degistirme gibi gorevlere sahiptir. Ayrica proliferasyonun istendigi gibi devam
etmesi i¢in T hiicrelerinin tiimor hiicrelerine dogrudan temasim1 da engellemeye
caligmaktadir [36]. Fakat yeni calismalar gostermektedir ki, lokalize tedavi yontemleri,
ozellikle radyoterapi yontemi, tiimdrlerde bulunan stroma dokusuna zarar vermektedir.
Ayrica radyoterapi, timorii immiinojenik 6liime yonelmesi i¢in uyarmaktadir. Bu durum
tiimor antijenlerinin sekresyonuna sebep olup immiin sistemin daha da etkili caligmasina
olanak saglamaktadir. Bu durum radyoterapinin tiimoér mikrogevresindeki tedavi edici
etkilerini artirmaktadir [37]. Radyoterapi kolorektal kanser hastalarinda normal sartlarda
Onerilmese de bazi durumlarda avantajli olabilmektedir. Timoriin ulasilamadigi veya

tamamen alinamadigi hastalar bu durumlara 6rnektir. Ayrica tekrarlama durumlarinda da



radyoterapi bir tedavi opsiyonu olarak diistiniilebilmektedir. Fakat bu da her durumda

kullanilmamakta ve vakaya gore degerlendirilmesi gerekmektedir [38].

1.3.4 Kemoterapi

Kemoterapi yontemi birgok ilacin kullanimi veya kombinasyonu ile timdriin bilylimesini
durdurmada kullanilan bir tedavi yontemidir. Fakat bu tedavi yonteminin ¢ok fazla yan etkisi
bulunmaktadir. Bu yan etkilere anemi, diyare, gastrointestinal toksisite, mukozit, bas
donmesi, kusma, bulanti gibi durumlar 6rnek olarak gdsterilebilir [39]. Bu yan etkilerin yanm
sira ilaglara kars1 direng gelisiminin de olusur. Bundan dolay1 bu tedavi yonteminden alinan
sonuglar tatmin edici olmayabilir [40]. Kemoterapoétik ilaclar basitge hiicreleri dldiirerek ve
boliinme dongiilerini bozarak tedavi etmeye calisirlar. Ayr1 ayr1 veya kombine olarak
verilebilen bu ilaglar ayn1 zamanda lokal etki gdstermesi amaciyla kanserli bolgeye enjekte
edilerek de uygulanabilmektedir [41]. Kemoterapotik ajanlarin ¢alisma prensipleri de
birbirinden farklidir. Bazilar1 hiicre boliinmesini ve iiremeyi durdururken bazilar1 kanser
hiicrelerinin biiylimesi i¢in ihtiya¢ duydugu molekiilleri inhibe ederler. Baz1 ilag tipleri
apoptozu indiiklerken bazilar1 tiimor ¢evresinde damarlanma olusumunu durdurmaktadir.
Ayrica antimetabolitler ise hiicrelerin eslenmesinde kullanilan niikleotidleri taklit ederek

hiicre S fazinda iken c¢ok yiiksek oldiiriicii etkiye sahiptirler [42].

Yaygin kemoterapdtiklere 5-fluorouracil, irinotecan, oxaliplatin ve leuvocirin 6rnek olarak
gosterilebilir. Uzun zaman boyunca en yaygin kullanilan1 ve ilk tedavi segenegi olarak
kullanilan1 5-fluorouracildir ve kolorektal kanserde ¢ok etkili oldugu diisiiniilmiistiir. Fakat
bu ilacin, kisa yarilanma omri, diisiik miktarda emilim, non-selektif tedavi gibi ¢ok fazla

negatif yonii bulunmaktadir [43].

1.3.5 Monoklonal antikorlar

Molekiiler alandaki gelismeler ve kanser alanindaki bilgiler monoklonal antikorlarin
dogusunda ¢ok 6nemli rol oynamustir [44]. {lacin hiicrenin dis tarafinda bulunda bulunan
spesifik reseptorlere baglanarak cesitli yolaklar1 inhibe etme prensibi ile ¢alisan bu ilaglar

kolorektal kanserde de popiilarite kazanmistir [45].

FDA tarafindan onaylanan iki ¢esit monoklonal antikor bulunmaktadir. Bunlardan ilki VEGF
(vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii) inhibitoriidiir. Bevacizumab VEGF reseptorlerine

baglanan bir monoklonal antikordur. Bu reseptorlere baglanarak kanser hiicrelerinin



gergeklestirdigi anjiyogenez, proliferasyon, hiicre gocii gibi durumlart inhibe eder [46].
Diger grup ise EGFR (Epidermal biiyiime faktorii reseptorii) inhibitoriidiir ve cetuximab ile
panitumumab bu prensiple ¢aligmaktadir. Cetuximab kimerik immunoglobulin antikorudur,
panitumumab ise insan immiinoglobulin antikorudur. Bu iki antikor EGF reseptdrlerine
yarismali olarak baglanir ve EGF in baglanmasini Onler. Bu sekilde anjiyogenezin ve
proliferasyonun durdurulmasini saglar EGFR inhibitorii olmasinin yani sira Cetuximab’in,
pro-anjiyogenik faktdrleri indiikleyen VEGF’1 inhibe ettigi de bilinmektedir. Bu ilaglar tek
basina, birbiriyle kombine, ya da kemoterapi ile kombine olarak da kullanilabilmektedirler

[47].

1.4 RSK (Serin/Treonin Kinaz) Proteini

Serin/treonin protein kinaz ailesi p90 ribozomal S6 kinaz (RSK) dort protein (RSK1-4) igerir
(Sekil 1.1) [48]. RSK'lar ayn1 polipeptit zincirinde iki farkli kinaz alani igerir. Bu kinaz
alanlarindan N-u¢ Kinaz Alan1 (NTKD) AGC kinaz grubuna aitken, C-u¢ Kinaz Alani
(CTKD) CAMKII grubuna ait oldugundan gen duplikasyonunun bir sonucu olarak ortaya
cikmistir. Bu katalitik alanlar dort izoformda yiiksek bir dizi benzerligine sahipken, N- ve
C-uclarindaki sekanslarindan dolayr N- ve C-uglar korunmamistir [48]. C-ug¢ bolgesi
otofosforilasyondan, N terminal bolgesi ise substrat fosforilasyonundan sorumludur [49]. C-
ugc bolgesi kendi i¢inde iki motif igerir. Bunlar; ERK in baglanma bélgesi olan KIM ve PDZ

domaini igeren proteinler i¢in Tip 1 PDZ baglanma domeyni. [50].

Bu 4 izoformun disinda Mitogen- and Stress-Activated Protein Kinase 1 (MSK1) ve
Mitogen- and Stress-Activated Protein Kinase 2 (MSK?2) adi verilen RSK benzeri protein
kinazlar da hiicrede bulunmaktadir [48, 51]. Genel olarak iki terminalden ve bir adet
baglayict parcadan olusurlar. Bu kinazlar, Extracellular signal-Regulated Kinaz (ERK)
yoluyla fosforillenerek aktive edilirler. Ayn1 zamanda C- ucunun oto fosforillenmesi de
aktivasyona sebep olabilir. MSK1 ve MSK2 de bu yolla aktive olurlar [48]. Aktive olan C-
ve N- uglarini fosforilleyerek proteinin aktivasyonunu saglar. Aktive olan N- ucu kullanarak
hedeflerine ulasir ve fosforilasyon islemini gerceklestirir. Bunun sonucunda proliferasyon,
hiicre biiylimesi, transkripsiyon gibi hayati olaylar indiiklenir [51]. Bu yolun uygun olmayan

sekilde regiile edilmesi kanser gibi hastaliklara yol acabilir [52].



1.4.1 RSK geninin izoformlar:

Insanda RSK proteininin dért izoformu ifade edilmektedir (Sekil 1.1). Kiiciik farkliliklar
disinda bu dort izoform %75 oraninda birbirine benzerlik gostermektedir. N- ve C-u¢ olmak
tizere iki ana u¢ kismi bulunmaktadir ve bununla beraber C-ucuna yakin olarak KIM kinaz

interaksiyon motif ad1 verilen kinaz baglanma motifi yer almaktadir [52, 53].
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Sekil 1.1: RSK geni izoformlari [54]

RSK proteinleri inaktif halde olduklar1 zaman sitoplazmada yer alirlar. ERK1/2 yolaklarinin
etkisiyle aktive olduklarinda hiicre ¢ekirdegine gecis yaparlar ve immediate early gen
ekspresyonu baglar. RSK4 diger izoformlardan farkli olarak yapisal olarak aktiftir ve
sitozolde bulunur. Bundan dolay1 biiyiime faktoriinden bagimsiz bir sekilde kinaz aktivitesi

sergileyebilir [55].

RSK izoformlar1 her hiicrede devamli olarak ifade edilmektedir fakat RSK4 izoformu bu
duruma dahil degildir. RSK4 ¢cogunlukla embriyonal gelisme sirasinda ifade edilir [56]. Yeni
calismalar RSK proteinleri izoformlara spesifik olarak gorevlere sahip olabileceklerini

gostermistir [57, 58]. Buna gore;

RSK1, oncelikle akciger, kemik iligi ve T hiicrelerinde yiiksek oranda ifade edilir. RSK2,
ozellikle T hiicrelerinde, lenf nodlarinda ve prostatta daha fazladir. RSK3, akciger, beyin,



omurilik ve retina gibi dokularda yiiksek ekspresyona sahiptir. RSK4 transkriptinin
dokulardaki ekspresyonu, diger izoformlara kiyasla ¢ok daha diistiktiir [54].

1.4.2 RSK geninin izoformlarmin diizenlenmesi

RSK izoformlar1 Raf/RassMEK/ERK sinyal yollartyla direkt ya da indirekt olarak aktive
edilebilirler. Biitlin izoformlarin 6 adet fosforilasyon bolgesi bulunmaktadir. Bunlar Ser221,
Thr359, Ser363, Ser380, Thr573 ve Ser732°dir. Sekil 1.2’de RSK gen izoformlarinin

fosforile edildigi aminoasitleri ve konumlar1 gosterilmektedir.
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Sekil 1.2: RSK geni izoformlarinin yapisi [54]

Normal hiicrelerde RSK proteini inaktif ERK1/2 ile birlikte bir kompleks halinde bulunur.
Bu hiicreler uyarilinca ERK1/2, Thr573’ii ve dolayisiyla C-ug kinaz alan1 (CTKD)’ n1 aktive
eder ve CTKD’nin aktivasyonu da proteinin aktivasyonuna yol agar [59]. ERK1/2 ayrica
baglanma bolgesinde bulunan Ser363 ve Thr359’u da fosforile edebilir. Tamamen aktive
CTKD Ser380’i aktive ederve bu aktivasyon, 3’ fosfoinositid bagimli kinazl (PDK1)’in
baglanmasina olanak saglar. PDKI1, RSK’daki N-u¢ kinaz alan (NTKD)’de bulunan
Ser322’1 fosforilleyerek NTKD nin aktive olmasina olanak saglar [60, 61]. NTKD, ayni

proteindeki KIM {izerinde bulunan Ser732yi fosforilleyebilir ve bu fosforillenme sonucunda



KIM bolgesinin ERK1/2 ye karsi olan afinitesini azaltabilir. Bu durum negatif geri

beslemeye sebep olarak proteini durdurmaya yarar [62].

RSK proteinlerinin Protein fosfataz 2C delta (PP2Cd) proteinleri tarafindan defosforile
edilmesi de bir diger inaktivasyon mekanizmasi olarak karsimiza ¢ikmaktadir [63]. Bagka
caligmalar ise RSK’nin Mitogenle aktive olan bir protein kinaz (MAPK) yolaginin etkisiyle
veya fibroblast biiylime faktor reseptorii-3 (FGFR3) tarafindan da aktive edilebildigini
ortaya ¢ikarmistir [64-66].

1.4.3 RSK genlerinin aktivasyonu

Biiylime faktorlerinden biri olan EGF, hiicre zarinda yer alan reseptor tirozin kinazlardan
EGFR’a baglanarak sinyal iletimini baglatir. Reseptoriin aktive olmasi, hiicre icindeki cesitli
serin/treonin kinazlarin da aktivasonuna neden olur. Bu aktivasyon oncelikle Rat Sarcoma
viral oncogene homolog (RAS)’un aktif forma ge¢mesini saglar. RAS, GDP bagl inaktif
durumdan GTP bagli aktif forma doniislir ve diger kinazlarin aktivasyonunu baslatir. Aktif
RAS, bir serin/treonin kinaz olan Rapidly Accelerated Fibrosarcoma (RAF)’y1 uyarir. RAF,
kendisinden sonra gelen MAPK/ERK Kinase (MEK)’i fosforilleyerek aktive eder. Ardindan
MEK, cekirdege gegebilen ve bircok genin ekspresyonunu etkileyen Extracellular Signal-
Regulated Kinase (ERK)’1 fosforilleyerek sinyali iletir.

Aktive olmus ERK, yalnizca sitoplazmada degil, ¢cekirdekte de gorev yapar. Burada gesitli
transkripsiyon faktorlerini fosforile ederek hiicrenin biiylime, farklilasma ya da hayatta
kalma gibi slire¢lerine yon verir. Bunun yaninda, ERK'in etkiledigi 6nemli hedeflerden biri
de RSK’dir. RSK, hem ERK tarafindan dogrudan hem de PDK1 araciligiyla fosforilendikten
sonra aktif hale gelir. Aktif RSK, ¢ekirdek icindeki gesitli transkripsiyon faktorlerini
diizenleyerek genetik diizeyde hiicresel yanitlarin sekillenmesine katkida bulunur [51]. FBJ
fare osteosarkom viral onkojeni homologu (c-Fos) ve Niikleer reseptor alt ailesi 4 (Nur77)
gibi transkripsiyon faktorlerinin regiilasyonlarim1 saglayarak bircok mRNA’y1 aktiflestirip
transkripsiyonu uyardigi bilinmektedir [67].

Normal sartlarda PDK 1 baglanabilmek i¢cin PH domaini gerektirir, ancak RSK i¢in bu durum

gecerli degildir. RSK proteini N-ug¢ bolgesinde bu fosforillenmeyi kolaylastiran bir fosfat
baglama cebi icerir. Bu cep PDKI1 tarafindan fosforillenmeyi uyarir [48].
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Sekil 1.3: RAS/MAPK yolaginin RSK proteinini aktive semasi [51]

1.5 RSK proteinlerinin gorevleri

RSK proteini hiicre i¢inde ¢ok fazla role sahiptir.

1.5.1 Protein sentezi

RSK proteinlerinin protein sentezi asamasinda bir¢cok gorevi vardir. Bunlardan ilki memeli
rapamisin hedefi (mTOR) yolagimin regiile edilmesidir. RSK proteinleri hiicre igerisinde
bulunan Tuberous Sclerosis Complex 2(TSC2)’yi fosforilleyerek mTORC1’e doniistiiriir bu
durum translasyonu artirir. Ayrica RSK3 proteini glikojen sentaz kinaz 3 (GSK) enzimini
fosforilleyerek etkisini diisiiriir ki bu durum da elF2B trankripsiyon faktoriiniin uyarilmasina
sebep olur [68]. Ayrica RSK1 ve RSK2 elF4B yi de fosforilleyerek translasyonun
baslamasina sebep olarak biiyiime ve hayatta kalma ile ilgili olan transkripsiyonlarin
baglamasini saglar [69]. Bunlarin yanisira 40S ribozomal protein S6 (40S rpS6)’y1 da

fosforile ederek translasyonu pozitif anlamda regiile ederler [70].

1.5.2 Hiicre dongiisii ve proliferasyon

Hiicre dongiisiinde de RSK’nin birden fazla gorevi bulunmaktadir. Bunlardan ilki c-Fos,
GSK3 ve p27’yi fosforile ederek hiicre siklusunun G1 evresinin regiilasyonunu saglamaktir.
c-Fos’un RSK2 tarafindan regiile edilmesi ve bunun sonucunda olusan siklin D1

ekspresyonu G1-S gegisi igin gerekli bir olgudur [71].
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p27’nin fosforilasyonu ise RSK1 tarafindan yapilir ve siklin E kompleksinin iizerindeki
inhibisyonu baskilamaktadir [72]. Ayn1 zamanda GSK3’ii baskilayarak, M evresinden Gl
evresine gecisine katki saglar [73]. Bunlarin yaninda CDKI-siklin B kompleksi
aktivasyonunda gorev alan Cell Division Cycle 25C (CDC25C)’yi de aktive ederek G2-M
gecisini indiiklerler [74].

RSK’larin proliferasyon baskilayici bir protein olan Max Dimerizasyon Protein 1’1 (MaD1)
fosforilleyerek proliferasyonu indiikledigi bilinmektedir. Bu proteinin fosforillenmesi

degrede olmasina ve proliferasyonu baskilayamamasina neden olmaktadir [75].

1.5.3 Hiicre hayatta kalmasi

RSK proteininin fosforilasyon goérevi pro-apoptotik mekanizmalarda da etkilidir. RSK
proteini bazi proapoptotik proteinleri fosforile ederek bu yolaklar1 durdurabilir. Bunlara
ornek olarak B Hiicreli Lenfoma 2 (BCL-2) yolagindaki Hiicre Oliimiiyle Iliskili BCL2 ile
Baglantili Agonist (BAD) proteini ve Death Associated Protein Kinaz (DAPK) séylenebilir.
Bu fosforilasyonlar bu proteinlerin inaktive olmasina sebep olmaktadir [76]. Bununla
birlikte RSK proteinleri CCAAT/enhancer binding protein beta’y1 (C/EBPp) fosforilleyerek
kaspaz aktivitesini de distiriir [77]. Bu fosfarilizasyon sonucunda Kaspaz 1 ve Kaspaz 8
inaktive olur. Bu sekilde kaspaz bagimli apoptoz yolaginin aktivitesi diismiis olur. Ayrica
RSK nin aktive ettigi cAMP Yanit Elementi Baglayici Protein (CREB), BCL-2, BCL-XL ve
MCL-1 gibi hayatta kalma genlerinin {iretimini indiikleyerek hiicreyi hayatta kalmasi i¢in

uyarir [78].

1.5.4 Hiicre hayatta kalmasi

RSK’lar1 aktive eden ERK1/2 bir transkripsiyon faktorii olan Fos Bagimli Antijen 1
(FRAT)’1 fosforile ederek Integrin, Laminin332, matriks metalloproteinaz ve Racl gibi pro
metastatik genlerin  iiretimini indiikler [79]. Integrinler, Laminin-332, matriks
metalloproteinazlar ve Racl, hiicre adezyonu, ECM yikimi ve hiicre iskeleti yeniden
diizenlenmesi yoluyla tiimdr hiicrelerinin invazyonunu ve metastazini kolaylastiran birbirini
tamamlayict mekanizmalarla etki gosterir [79]. Ayrica FilaminA y1 da fosforile ederek hiicre
gbciinii uyarir [80]. Son olarak da RSK’lar SH3 Domaini Iceren Protein (SH3P2)’yi

fosforilasyonla inaktive ederek hiicre go¢iinii negatif anlamda etki edebilir [81].
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1.6 RSK proteinleri ve kanser

RSK geninin anormal bir sekilde ifade edilmesi kontrol edilemeyen proliferasyona ve
metastaza yol acabilmektedir. Bununla birlikte RSK’larin Kontrol noktas1 kinazi 1 (Chk1)
ve Mayotik rekombinasyon 11 homolog A (Mer11) gibi her iki kontrol noktasinda da gorev
alan proteinleri etkiledigi ve DNA hasarindan dolay1 olusabilecek sinyalleri baskilayabildigi

de bulunmustur. Bu durum kanser kemodirencine neden olabilmektedir [82].

RSK izoformlarinin kanserde de fonksiyonal farkliliklar gosterdigi dogrulanmistir [83].
RSK1/2, kanser hiicrelerinin biiyiimesinde, proliferasyonunda ve hayatta kalmasinda etkili
rol oynar. Bu genlerin ifadesi veya aktivasyonunun bircok kanser hiicresinde arttig
gozlenmistir [84]. Bunun tersine RSK3/4 {in ifadesi timor baskilayici bir etki olusturabilir.
Kanser hiicrelerinde bu genlerin ifadesinin azaldig1 gozlemlenmistir [54]. RSK4 iin azalan
ifadesi kolorektal kanserde teshis koymada bir 6l¢iit olabilmektedir [85]. RSK4 {in asir1
ekspresyonu hiicreyi GO-G1 fazinda duraklatacagindan meme kanserinde proliferasyonu

azalttig1 goriilmiistiir [86].

1.7 RSK inhibitorleri

LJI308 |

Sekil 1.4: RSK1-NTKD ve CTKD'yi hedef alan bazi bilinen inhibitérlerin kimyasal
yapilari [87]
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RSK’lar bir¢ok kanser yolaklarina olan etkisinden dolayt iligkili oldugundan bu genlerin
inhibisyonunun da birgok hastaligin tedavisinde etkili olabilecegi bir gercektir. N-u¢ veya
C-uclarini etkileyen bir¢ok RSK inhibitorii de bulunmaktadir (Sekil 1.5) [88]. Bahsedilen
halihazirdaki inhibitorlerin higbirisi kanser tedavisinde in vivo kullanimda etkili segenekler
degildir. Bunun sebebi olarak, bu inhibitorlerin birden fazla izoformu inhibe etmesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Daha spesifik inhibitorlerin daha etkili olabilecegi g6z
oniinde bulundurulmalidir [54]. RSK1-NTKD ve CTKD'yi hedef alan bazi bilinen

inhibitdrlerin agik yapilar1 Sekil 1.5°te verilmistir.

1.7.1 SLO0101

Flovonol rhamnosidi olan SLO101 hiicre zarindan gecebilen bir kaemperfol glikozididir.
Fosteronia refracta bitkisinden izole edilmistir. RSK1 ve RSK2 izoformlarmin N terminal
bolgesini hedeflemektedir. Bunu yaparken diger AGC kinazlara karsi hicbir etkisi
bulunmamaktadir [79, 89]. SL0101’in MCF-7 kanser hattinda kanser hiicresi biiylimesini
durdurabildigi gozlenmistir ancak yiliksek ECso degeri ve diisiik kararlilik gdzlenmistir [89].
Farmakokinetik ~ 6zelliklerinin ~ diisik kalmasi ve hedeflenenin disinda etki

gosterebilmesinden dolay1 kullanilmamaktadir.

1.7.2 BI-D1870

Dihidropteridinon BI-D1870 N-ucu hedefleyen bir ATP antagonisti RSK inhibitériidiir [90].
BI-D1870’in tiim RSK izoformlarmi durdurabilme yetisi vardir ve tiim AGC kinazlar
icerisinde RSK spesifik bir inhibitordiir. Fakat bu inhibitdr Polo benzeri kinaz 1 (PLK1)
isimli polo benzeri kinaz proteinini de ayni1 diizeyde etkili bir sekilde inhibe etmektedir. Daha
yliksek konsantrasyonlarda ise Maternal Embriyonik Ldsin Zipper Kinaz (MELK), Proviriis
Entegrasyonlu Moloney Bolgesi 3 (PIM3) gibi baska proteinleri de inhibe edebilmektedir
[91]. 4 RSK izoformu i¢inde BI-D1870’in RSK3 ve RSK4 izoformlarina etkisinin daha fazla
oldugu saptanmistir [90]. Ayn1 sekilde BI-D1870’in de SLO101 gibi nonspesifik etkileri ve

yetersiz farmakokinetik 6zellikleri bulunmaktadir [92].

1.7.3 LJHG685 ve LJI308

LJH685 ve LJ1308, BI-D1870’in diflorofenil piridin tiirevleridir. Biitiin RSK izoformlarina
kars1 etkilidirler ve BI-D1870’e nazaran daha az sayida hedef dis1 etkiye sahiptirler [93].
Fakat yapulan baz1 ¢aligmalarda LIH685’in diisiik yarilanma 6mriiniin oldugu ve farelerde

etkisinin az oldugu bildirilmistir [94].
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1.7.4 BIX02565

BIX02565 RSK2 genini hedefleyen bir inhibitordiir [95]. Diger RSK izoformlar tizerindeki
etkisi hala bilinememektedir. RSK2 disinda da, CLK2, PDGFR gibi bir¢ok gen iizerinde de
hedef dis1 etkiye sebep oldugu bilinmektedir [96]. Bunlarin disinda da fareler {izerinde
yapilan deneylerde tansiyonu ve kalp atis hizin1 da 6nemli dlgiide diisiirdiigii goriilmiistiir

[97].

1.7.5 BRD7389
BRD7389 inhibitorii ¢esitli RSK ‘lar1 aktive ederek insiilin ifadesini azaltan ve pankreatik

alfa hiicrelerini pankreatik beta hiicrelerine doniistiiren bir inhibitordiir [98].

1.7.6 FMK

Florometilketon olarak adlandirilan ve geri doniistiiriilemeyen bir inhibitér olan FMK C-
Terminalde bulunan ATP baglanma bolgesindeki sistein kalintilarina baglanarak
calismaktadir [99]. Bu durum Ser386 bolgesindeki fosforilasyonu inhibe ederek RSK2’nin
sinyalini negatif sekilde etkilemektedir. Ayn1 zamanda bu inhibitor Lenfositlere 6zgii protein
tirozin kinaz (Lck), Sarkom kinazi veya Rous sarkom viriisii homolog tirozin kinaz (Src),
EPH reseptorii A2 (EPHA2) ve Ribozomal protein S6 kinaz beta-1 (S6K1)’ 1 de yliksek
konsantrasyonlarda iken inhibe eder [100]. Fakat bu inhibitér RSK’y1 sadece C terminali
aktivasyonu Tlizerinden inhibe etmektedir. N terminal aktive olduktan sonra etkisiz

kalmaktadir [54].

1.7.7 PMD-026

PMD-026 oral kullanima uygun olan ilk RSK inhibitériidii. Meme kanseri tedavisinde
kullanilmak tizere gelistirilmistir [101]. In vitro ¢aligmalarda RSK nin tiim izoformlarina
yliksek oranda spesifik bir hedefleme sagladig1 goriilmiistiir. Ayrica fareler lizerinde yapilan
in vivo caligmalarda ise yiiksek dogrulukta kanser hiicrelerini hedefledigi saptanmistir.
Bunlarin yaninda fare ve kopeklerde yapilan ¢aligsmalarda herhangi bir kardiyotoksisiteye,
ndtropeniye veya okiiler toksisiteye sebep olmamistir. Ayrica preklinik ¢aligmalarda tek
basina ve konvansiyonel kemoterapétiklerle kombine sekilde ¢alisabildigi de bulunmustur

[54].
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1.8 RSK ekspresyon diizeyleri ve kolon kanseri prognozundaki 6nemi

Genel olarak RSK izoformlar1 birbirine kars1 yiiksek benzerlikler gosterse de N- ve C-
terminallerindeki farkliliklar spesifik fonksiyon farkliliklarina neden olmaktadir [102].
RSK1 izoformunun mRNA diizeyinde ifadesine bakilirsa en fazla olarak akciger, pankreas,

bobrekler, kemik dokusu ve T hiicrelerinde ifade edildigini gosterilmistir.

RSK2’ye baktigimizda ise cogunlukla lenf diigiimlerinde, T hiicrelerinde ve prostat
dokusunda ifade edildigi bilgisi bulunmaktadir. RSK3 izoformuna bakildiginda genel olarak
akciger ve iskelet kaslarinda yogunlastigi ifade edilmektedir [103]. Bu ii¢ izoformdan farkl1
olarak RSK4 ifadesi daha ¢ok embriyonik ¢agda gézlenmektedir, yetiskin bireylerde viicutta

cok az ifade edilmektedir, baz1 kanserlerde ifadesinin arttig1 gdzlenmistir [51, 56].

RSK proteinlerinin ifadelerinin kolorektal kanserle iligkili oldugu bulunmustur. Bir
calismada Tiimor nekroz faktorii reseptori iliskili faktor 2 (TRAF2) ve RSK2 proteininin
kolorektal kanserde asir1 ifadesine rastlanmistir [104]. Bundan dolayr RSK2 ve TRAF2
proteinlerinin ifadesinin kolorektal kanser teshisinde Onemli bir faktdr olabilecegi
diistiniilmektedir. Kolorektal kanserde RSK4’iin normal diizeylerden daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Fakat normal diizeyden daha fazla ifade edildigi durumlarda daha koétii bir
prognoza sahip oldugu diisliniilmektedir. Bundan dolayr RSK4 ekspresyonunun tiimor

prognozunda yardime1 olabilecegi diisiiniilmektedir [85].

RSK4’lin kolorektal kanser hiicrelerinin O6liimsiiz olmasinda etkin bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir [105]. RSK4’iin eliminasyonunun, p53’iin hiicre dongiislinii durdurma
etkisini baskiladig1 ve siklin bagimli inhibitor p21°in ifadesini azalttig1 bulunmustur. Ayrica
RSK4’iin inhibisyonunun kolorektal kanser hiicrelerini DNA hasariyla, oksidatif stresle ve
onkogen aktivasyonuyla yaslandirdig1 ortaya c¢ikmistir [106]. Bunlardan dolayr RSK4,

proliferasyonu baskilayan bir timor baskilayici gen olarak davranmaktadir [105].

Calismalar RSK2’nin T-box transkripsiyon faktorii TBX21 (T-bet)’i fosforilleyerek
metastazi azalttigin1 ve kolon kanser hiicrelerinin biiylimesini yavaslattigini gostermistir.
RSK2’nin yoklugu interferon gamma sitokinin hiicre disina salgilanmasini yiiksek olciide
azaltmaktadir. Bunun sebebi, IFN-g geninin ekspresyonunu diizenleyen T-bet transkripsiyon
faktoriiniin uygunsuz sekilde fosforillenmesidir. Azalan IFN-gamma diizeyleri immiin

sistem baskisin1 inhibe edebilir ve bu durum karaciger ya da akciger metastazina sebep
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olabilir. Yani RSK2’nin varligi RSK2/T-bet/IFN-gamma yolagini aktive ederek kolon
kanserinin ve kolon kanseri metastazinin baskilanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir
[107]. Ayrica yapilan bir c¢alismada RSK4 geninin EMT gecisini indiikleyebildigi

diisiiniilmektedir. Bu yolla metastazi inhibe ettigi diistiniilmektedir [108].
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2. TEZIN AMACI

Yapilan ¢alismalar sonucunda kolon kanseri hiicre hatlarinda RSK geninin ifadesinin arttig1
bildirilmistir. Daha 6nceden kesfedilen RSK inhibitorleri {izerinde ise potansiyel ilag
calismalar1 yapilmistir ancak ileri ¢alismalar igin istenen sonuglar alinamamistir. Bu tez
calismasi ile TUSEB projesi kapsaminda in siliko kesfedilen ve satin alman inhibitor
adaylarinin in vitro aktivitelerinin belirlenmesi {izerine caligmalarin gerceklestirilmesi

amaglanmistir. Buna gore;

Alt amag¢ 1: Kolon kanseri hiicrelerinde (SW480 ve HT-29) total RSK ifadesinin
gosterilmesidir. Birinci basamakta, kolon kanseri hiicrelerinin normal kosullarda RSK
genini icerip igermedigini kontrol etmek icin, uygulama yapilmadan 6nce hiicre hatlarindan
protein ekstraksiyonu saglanmis ve Western Blotting yontemi ile hiicre protein eldesi

igerisindeki RSK proteini gosterilmistir.

Alt amag¢ 2: Temin edilen potansiyel RSK ihibitdr adaylarmin kolon kanseri hiicreleri
(SW480 ve HT-29) iizerine gosterdigi sitotoksik etkinin gosterilmesidir. Bu etki saglikli
model olan HUVEC hiicrelerinde kiyaslanarak analiz edilmistir.

Bu basamakta hiicreler biiyiitiildiikten sonra potansiyel inhibitdr adaylarinin hiicre
tizerindeki toksisitesinin belirlenebilmesi icin MTT testi analizi gergeklestirildi. Ayni
zamanda hiicre proliferasyonuna etkisinin belirlenebilmesi i¢in koloni formasyon ve ¢izik

deneyleri yapildi.

Alt Amag 3: Potansiyel inhibitor adaylarimin aktivitesinin belirlenmesidir. Bu amacla
inhibitér adaylar1 uygulama sonrasinda kisa ve uzun saat zaman dilimlerinde RSK
aktivitesine etkisinin belirlenmesi i¢in gereken dozlarda ve siirelerde inhibitor
uygulandiktan sonra protein eldesi yapildi. RSK ve pRSK protein antikorlar1 kullanilarak
fosforillenmis pRSK ve RSK protein ifadesine bakildi.

Alt Amag 4: Sentezlenen potansiyel inhibitdrlerin apoptotik aktivitesinin incelenmesidir. Bu
ama¢ dogrulturusunda kolon kanseri hiicreleri lizerine belirli ICso dozu ve saat diliminde
uygulanan potansiyel inhibitorlerin apoptotik iligkisi BAX ve Bcl-2 protein seviyeleri ve
flow sitometrede AnnexinV/PI analizi ile tespit edildi.

Bu amaglar 1s181nda olusturulan tez is akis semas1 Sekil 2.1°de verildigi gibidir.
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Potansiyel RSK Geni inhibitdrlerinin Kolon Kanseri Hiicre Hatlan Uzerinde Etkisi

|

|

Hucre Hatlannda

RSK ekspresyonunun
Belirlenmesi

Potansiyel inhibitérierin
Hiicre Proliferasyonuna
Etkisinin Belilenmesi

oy
Hicrederin
Blyiitiimesi

L

RIPA ile Protein

Ekstraksiyonu
—
EE—

Western Blotting

L

Hiberederin
Biyltiimesi

.~/
MTT Testi
(24-48-T2 Saat)

—_—
—

Koloni
Formasyon

Gizik Deneyi

!

|

Potansiyel inhibitérlerin

Potansiyel inhibitdrlerin

RSK Proteinine Etkisinin Apoptoz Yolagina
Belilenmesi Etkisinin Belilenmesi
. ~
Hilcrelerin Hiierederin Hibcralerin
Biyltlimesi Blylitiimesi Blyilitlimesi
. A .
Inhibitér Deneyinin Inhibitar Deneyinin Flow Cytometry
Kuruimasi Kurulmas
\ J
. ~
Western Blotting Western Blotting
RSK ve pRSK BCL2 ve BAX
. -

Sekil 2.1: Tez is akis semasi
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3. MATERYAL VE YONTEMLER
3.1 Materyaller

3.1.1 Inhibitér adaylarinin belirlenmesi ve temini

Potansiyel RSK 1 ve/veya RSK2 inhibitér adaylar1 Canakkale Onsekiz Mart Universitesi’nde
Dog. Dr. Ferah COMERT ONDER ’in vyiiriitiiciiliigii’nde TUSEB projesi (Proje No: 27777)
kapsaminda ve ayrica projede yiiksek lisans derecesine sahip yardimci personel olarak gorev
alan Sevil KALIN’1n katkilariyla in siliko analizler ile belirlenmistir. Proje kapsaminda in
vitro calismalarin gerceklestirilmesi i¢in potansiyel olabilecegi belirlenen ve ChemDiv (10
adet) ve InterBioScreen (1 adet) veritabanindan satin alinan 11 adet RSK inhibitdr

adaylarinin kodlar1 asagida verilmistir (Tablo 3.1).

e 6190-0389
e (592-3214
e D217-0222
e F688-0005
e S322-0083
e V030-2239
e V031-1748
e Y040-3184
e Y040-4759
e Y206-0033

e STOCKIN-83113

20



Tablo 3.1: /n-vitro calisilan bilesiklerin acik yapilar1 ve 6zellikleri

No

ID

Bilesik ismi ve Ozellikleri

2B Yapisi

6190-0389
(ChemDiv)

1-(4-Amino-1,2,5-oksadiazol-3-yl)-
N'-[(2,4-dihidroksifenil)metilidene]-
5-etil-1H-1,2,3-triazol-4-
karbohidrazid

Molekiil agirhig: (g/mol): 358.31
Molecular Formula: C14H14N804
Smiles:
CCcle(C(N/N=C/c2ccc(cc20)0)=0)nnn
1cle(N)nonl

logP: 1.291

logD: 1.2783

logSw: -2.2099

Hidrojen bag alici: 10

Hidrojen bag verici: 5

Polar yiizey alami: 152.32

OH

C592-3214
(ChemDiv)

3-Fluoro-N-{[4-(3-metilfenil)-5-({2-okso-
2-[(1,3-tiyazol-2-il)amino] etil}siilfanil)-
4H-1,2,4-triazol-3-yl|metil}benzamit

Molekiil agirhg: (g/mol): 482.56
Molekiil Formiilii: C22H19FN602S2
Smiles:
Cclcceee(cl)nle(CNC(c2ceee(c2)F)=0)nn
¢1SCC(Nelnces1)=0

logP: 3.3501

logD: 3.3497

logSw: -3.65

Hidrojen bag alici: 8

Hidrojen bag verici: 2

Polar yiizey alani: 84.001

D217-0222
(ChemDiv)

2-(2-Klorofenil)-5-(hidroksimetil)-/V-
[(piridin-2-il)metil]-2H-1,2,3-triazol-4-
karboksamit

Molekiil agirhg: (g/mol): 343.77
Molekiil Formiilii: C16H14CINSO2
Smiles:
C(cleccen1)NC(ele(CO)nn(c2cccec2[Cl]
)n1)=0

Stereo: achiral

logP: 1.2264

logD: 1.2261

logSw: -2.0984

Hidrojen bag alici: 6

Hidrojen bag verici: 2

Polar yiizey alani: 77.378

F688-0005
(ChemDiv)

2-({|5-(4-Metilfenil)-4H-1,2,4-triazol-3-
il]siilfanil} metil)-4-okso-1,4-
dihidrokuinolin-6-karboksamit

Molekiil agirhg: (g/mol): 391.45
Molekiil Formiilii: C20H17N502S
Smiles:
Cclccee(cel)elnne([nH]1)SCC1=CC(c2cc
(ccc2N1)C(N)=0)=0

Stereo: achiral

logP: 2.6929

logD: 1.5163

logSw: -3.2647

Hidrojen bag alici: 7

Hidrojen bag verici: 4

Polar yiizey alani: 91.327
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Tablo 3.1 (devam)

5 4-{4-(4,4-Di(1H-indol-3-il)piperidin-1-
karbonil]-2-oksopirolidin-1-
il}benzonitril

Molekiil agirhig: (g/mol): 527.63
Molekiil Formiilii: C33H29NS02
Smiles:
C1C(CN(C1=0)clcec(C#N)ecl)C(N1CC
C(CC1)(clc[nH]c2cccecl2)clc[nH]c2cce
ccl2)=0

Stereo: racemic mixture

logP: 4.6821

logD: 4.6821

logSw: -4.6439

Hidrojen bag alici: 5

Hidrojen bag verici: 2

Polar yiizey alani: 69.891

S322-0083
(ChemDiv)

3-(2-Florofenil)-3-(1-metil-1H-indol-3-
il)-N-(2-(piridin-2-il)etil)-22-propenamit A N
POE

Molekiil agirhg (g/mol): 401.49 T =

V030-2239 P
(ChemDiv)

3-(5-Nitro-1H-indol-3-il)-3-(3-nitrofenil)-
1-(pirolidin-1-il)propan-1-on

Molekiil agirhg: (g/mol): 408.41

Molekiil Formiilii: C21H20N405

Smiles:
C1CCN(C1)C(CC(cleccee(cl)[N+](JO-

7 (%0113:1;111;3 D=0)clc[nH]c2cce(cel2)[N+]([O-
D=0)=0

logP: 3.9164

logD: 3.9164

logSw: -4.1105

Hidrojen bag alici: 10

Hidrojen bag verici: 1

Polar yiizey alani: 93.088

N-(2-(3,4-Dimetoksifenil)etil]-2-(1H-
indol-3-il)asetamit

Molekiil agirhg: (g/mol): 338.4

Molekiil Formiilii: C20H22N203 M
Smiles: ow
Y040-3184 COclcec(CCNC(Ce2c[nH]c3cceee23)=0

8 . )eelOC NH
(ChemDiv) Stereo: achiral /OOJ
logP: 2.1677

logD: 2.1677 \
logSw: -2.8367

Hidrojen bag ahci: 4
Hidrojen bag verici: 2
Polar yiizey alani: 49.411
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Tablo 3.1 (devam)

2-Asetamido-N-(1-(1H-indol-3-
il)propan-2-il]-1,3-benzotiazol-6-
karboksamit

Molekiil agirhig: (g/mol): 392.48
Molekiil Formiilii: C21H20N402S

Smiles: MR o o
9 (%0;31;14]‘)715‘,9) CC(Cclc[nH]c2cccec12)NC(cleec2e(cl)s \\%>_>*““ ; \\‘J/ Y
¢(NC(C)=0)n2)=0 L/ _
logP: 3.6103
logD: 3.6102
logSw: -3.8586
Hidrojen bag alici: 5
Hidrojen bag verici: 3
Polar yiizey alani: 66.987
10 Y206-0033 | 2-{(4-Etil-5-(piridin-4-il)-4H-1,2,4-
(ChemDiv) | triazol-3-il]siilfanil}-N-(5-metil-1,3,4- =

thiadiazol-2-yl)asetamit \
Molekiil agirhig: (g/mol): 361.44 =N
Molekiil Formiilii: C14H1SN70S2 /_N _ ,L
Smiles: >/
CCnlc(c2eenec2)nnelSCC(Nelnne(C)sl

=0 ;2
logP: 1.4076 0
logD: 1.3563 NH

logSw: -1.8678 /&q
Hidrojen bag alici: 8 %N/
Hidrojen bag verici: 1

Polar yiizey alani: 79.894
2-(4-(7-Hidroksi-1H-benzofuro|3,2- O 20
b|pirazol[4,3-¢e|piridin-4-il)-2- \f
metoksifenoksi)asetik asit

STOCKIN-

! ?fé g Molekiil agirlig1 (g/mol): 405.36

3.1.2 Laboratuvar cihazlar
Deneysel faz ilerlerken deneylerin yapilmasi i¢in farkli soliisyonlar ve cihazlara ihtiyag
duyulmustur. Kalibrasyonlar1 ve kontrolleri saglanan cihazlarin markalar1 Tablo 3.2’de

gosterilmistir.
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Tablo 3.2: Cihaz listesi

Cihaz Ismi Tedarik¢i Marka
Manyetik Karistirict Velp Scientifica
Vorteks Velp Scientifica

SDS-PAGE Malzemeleri
Elektroforez Gii¢ Unitesi

Saf Su Cihazi
Spektrofotometre, uDrop Plate
Buzdolab1 (-20, +4)
Mikrodalga

-80 Derin Dondurucu
Inverted /Floresan Mikroskop
Su Banyosu

Ultasonik Su Banyosu
Sogutmali1 Santrifiij

Laminar Air Flow

pH Metre

Buz Uretme Makinesi
Elektronik Hassas Terazi
Flow Sitometre Cihazi
Otomatik Pipetler

Doner Calkalayici

Yatay Calkalayici

3.1.3 Kullanilan kimyasallar

Deneylerin devami saglanirken kullanilan malzemelerin listesi Tablo 3.3’ de gosterilmistir.

BioRad
ThermoScientific
Human Corp
MultiscanGo
Arcelik

Arcelik
ThermoScientific
Nikon
Elektromag
PlusLab

Sigma

Telstar Bio 11
Hanna

Hoshizaki
Sartorius

Guava EasyCyte
Thermo, Eppendorf
ThermoScientific
ThermoScientific

Tablo 3.3: Kullanilan malzeme listesi

Malzeme Ad1 Tedarikci Marka
FCS (Fetal Calf Serum) Gibco

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) EuroClone
Tween-20 Thermo Fisher Scientific
Coomassie Brillant Blue G-250 Sigma Aldrich
Proteaz Inhibitér Tabletleri Roche

APS (Amonyum Persiilfat) Merck
Akrilamid/Bisakrilamid (%40) Merck

Pastor Pipeti IsoLab
Antibiyotik-Antimikotik Ajan Gibco
Penisilin-Streptomisin Soliisyon HyQ

CaClz (Kalsiyum Klortir) Sigma

MTT Soliisyon Tozu Sigma

Tripsin Sigma

Tris Base Sigma

Tripan Mavisi Sigma

DMSO (Dimetil Stilfoksit)
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Tablo 3.3 (devam)

Kristal Viyole/ Metanol

0.22 um, 0.45 pm Filtre

15 mL ve 50 mL Santrifiij Tiiptl
100 mm’lik Kiiltiir Petrisi

6, 12, 24, 48 ve 96 Kuyulu Hiicre Plakasi
1.5 mL/2 mL Ependorf

PBS (Phosphate Buffer Saline)
Proteaz Inhibitdr Tabletleri
APS (Amonyum Persiilfat)
Tween 20

Tris, Borik Asit, EDTA

4X Laemmli Boya

Protein Marker

TEMED

Coomassie Brilliant Blue

HCI, izopropanol

EGTA, SDS, Glisin, NaCl
PVDF Membran

ECL

Metanol, Etanol

Carlo Erba
Sartorious
IsoLab
EuroClone
Sarsedt

IsoLab

VWE Life Science
Roche

Merck

Thermo

Sigma

BioRad

Thermo

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Millipore
ThermoScientific
Merck

3.1.4 Kullanilan hiicre soylari

Kolon kanseri ¢aligmalar1 kapsaminda SW480 (Sekil 3.1) ve HT-29 (Sekil 3.2) hiicre hatlar1

tercih edildi. Deneysel kisimda saglikli hiicre hatt1 olarak ise insan saglikli deri hiicre hatti

olan HUVEC (Sekil 3.3) hiicre hatt1 tercih edildi.
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Sekil 3.1: SW480 hiicre hatt1

Sekil 3.2: HT-29 hiicre hatt

Sekil 3.3: HUVEC hiicre hatt1
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3.2 Yontemler

3.2.1 Laboratuvar temizlenmesi ve malzeme sterilizasyon asamasi

Laboratuvarin haftalik temizlik rutininde ¢amasir suyu, %70 etil alkol ve virkon igeren
dezenfektanlar kullanilmistir. Hiicre kiltliri laboratuvarinda ise sterilizasyon ve

dezenfeksiyon amaciyla ¢esitli uygulamalara bagvurulmustur.

Ultraviyole (UV) lambalar, bakteri, mantar. viriis, ve diger mikroorganizmalarin ortamdan
uzaklastirilmasinda kullanilmistir. Calismalara baslamadan 6nce hem laboratuvar alaninin
hem de laminar flow kabininin UV lambalar1 yaklasik 30 dk siireyle c¢alistirilarak
sterilizasyon saglanmistir. Havadan gelebilecek kontaminasyonlarin dnlenmesi icin ise
HEPA filtreli cihazlar kullanilmis; ayrica ortam haftada bir kez virkonlu su ve sodyum

hipoklorit ¢ozeltisi ile dezenfekte edilmistir.

Istya dayanikli laboratuvar malzemeleri ve ¢ozeltiler, 121°C’de 20 dk boyunca otoklavda
sterilize edilmistir. Bu gruba ependorf tiipleri, pipet uglar1 ve bazi soliisyonlar dahildir.
Otoklav islemi sonrasinda bu malzemeler 80°C’de etlivde kurutulmustur. Istya duyarh

cozeltiler ise 0.22 mikrometre gozenekli filtre edilerek sterilizasyonlar1 saglanmistir.

3.2.2 Hiicre kiiltiirii teknikleri

HT-29, SW480 ve HUVEC hiicreleri hiicre kiiltiirii asamasinda %10 FCS iceren DMEM
icerisinde biiyiitiildii. Donuk olan iki hiicre soyu 5 mL %10 FCS iceren DMEM kullanilarak
1000 rpm santrifiijde 5 dk boyunca ¢oktiiriildii. Siipernatant kismi atilarak 10 mL %10 FCS
konsantrasyonlu DMEM ve %1 antibiyotik i¢ceren medyum ile steril hiicre kiiltiirii petri

kabinda biiylimeye alind.

3.2.2.1 Hiicre besiyerlerinin hazirlanmasi

Hiicreler igin %10 FCS igeren DMEM kullamlds. igerisine antibiyotik/antimikotik karisimi
eklendi. Fosfat tamponlu tuzlu su (10X PBS) hazirlanirken PBS tabletleri, tedarik¢iden
alian talimatlar ile, 100 mL dH20 (10X) ile ¢6ziildii. Otoklav kullanilarak 20 dk boyunca
120 °C de steilize edildi. Distile su kullanilarak 10 kat diliie edildikten sonra +4 derecede
muhafaza edildi. Tripsin-EDTA (TE) hazirlanirken 1X PBS igerisine, %0.25 (w/v) tripsin
ve 0.53 mM EDTA eklenerek, 0.22 pm’lik filtre yardimiyla sterilize edilerek hazirlandi. -

20°C’de muhataza edildi. Tripan mavisi boyasi ise tripan mavisi konsantrasyonu %0.4 (w/v)
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olacak sekilde 1X PBS kullanilarak hazirlandi. Oda sicakliginda saklanmak tizere, 100 mL

PBS igerisine 0.4 g tripan mavisi eklendi.

3.2.2.2 Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicreler yaklasik %80 doluluk oranina ulagtiginda pasajlanma asamasina gegildi.
Uzerindeki eski besiyeri dokiilerek PBS ile 3 yikama islemi vasitasiyla besiyeri tamamen
uzaklastirildi. Hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi i¢cin 3 mL TE uygulandi ve 37°C’de %5 CO»
inkiibatoriinde kontrollii bir sekilde ylizeyden ayrilana kadar yaklagik 3-4 dk bekletildi.
Hiicre yiizeyden ayrildiktan sonra %10 FCS icerikli DMEM kullanilarak TE inaktive edildi.
Sonrasinda kaldirilan hiicreler tekrardan ¢oktiiriilmek iizere 1000 RPM de 5 dk santrifiije
gotiirtldii. Coktiirme isleminden sonra silipernatant kismi uzaklastirildi ve 3’e bdliinerek 3

ayr1 petriye 10 mL %35 FCS 1i DMEM ve %] antibiyotik konsantrasyonu ile paylastirildi.

3.2.2.3 Hiicrelerin dondurulmasi

Hiicreler %80 doluluga ulastiginda %10 TE kullanilarak petri kabindan kaldirildi. 100 uM
DMSO ve 1 mL FCS ile ¢oziilerek steril eppendorf tiiplerinde parafilmlenerek -80 °C derin
dondurucu dolaba kaldirildu.

3.2.2.4 Hiicrelerin sayilmasi

Hiicreler %10 TE ile kaldirildiktan sonra %10 FCS DMEM kullanilarak siispanse edildi.
Uzun pipetajlama ile homojen dagilim saglandiktan sonra steril Pasteur pipeti ile 1 mL
alinarak steril eppendorfa alindi. 10-100 mikrolitrelik pipet yardimiyla igerisinde 50 uL
alinip baska bir ependorfa alind1. Uzerine ayni miktarda tripan mavi boyasi eklenerek thoma
lami1 iizerine 10 pL olarak uygulandi ve inverted mikroskopta sayimi yapildi. Hiicreler
sayildiktan sonra asagidaki formiil kullanilarak mililitre basina diisen hiicre sayisi

hesaplandi.

3.2.3 Sitotoksisite testi

MTT deneyinde kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri Tablo 3.4’te verildigi gibidir. Uygulanan
maddelerin sitotoksisitesinin belirlenmesi i¢in MTT tesit kullanildi. MTT testi formazan
tuzunun formazana doniismesi prensibine dayanarak mor spektrumundl¢iilmesi sonucunda

sitotksisite belirleme testidir (Sekil 3.4).
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Tablo 3.4: MTT deneyi ¢ozeltisi hazirlanisi

Cozelti Icerigi
g

MTT (5§ mg/mL)  0.05 gram MTT tozu, 10 mL 1X PBS igerisinde tamamen ¢oziiliir.
Elde edilen ¢ozeltinin sterilizasyonu, 0.22 pm por ¢apina sahip bir
filtre kullanilarak gergeklestirilir. Hazirlanan soliisyon, -20 °C’de
muhafaza edilir.

4 mM HCI Son hacmi 500 mL olacak sekilde, 210 pL hidroklorik asit (HCI),
konsantrasyonlu 1zopropanol igerisine ilave edilerek karisim hazirlanir.
izopropanol

Hiicreler 96 kuyucuklu plakaya kuyu basina basina 100 hiicre gelecek sekilde paylastirildi.
Her bir madde 5 ayr1 konsantrasyonda 3 tekrar olacak sekilde uygulandi. 24, 48 ve 72 saat
icin ayr1 ayri 6l¢iimler alindi. Olgiim alinirken 200 pL toplam hacmin sadece medyumundan
100 ul ¢ekilerek atildi ve 10 uL MTT soliisyonu eklendi. Sonrasinda morarma gerceklesene
kadar 4 saat boyunca 37°C’de CO2’li inkiibatérde bekletildi. Renk degisiminden sonra
stipernatant kisim atilarak 100 pL %1 HCI igeren izopropanoik asit ile kaldirilarak pipetaj
yapilarak ¢oziildii. Spektrofotometrede 550 nm’de degerler alindi. Formiil yardimiyla

hesaplamalar yapildi.

\\/LN
4 N Mitokondriyal reduktaz S%/

N=N
S /
©/N >© / \ HN-N C
o ()
3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide 5-(4 isédc‘;:’?'hy ltl};mzole 2-yD)-
-diphenyliormmazon
MTIT (Formazan)

Sekil 3.4: MTT bilesiginin formazan tuzuna doniisiimii

MTT sonucuna gore %50 oraninda hiicreleri 6ldiiren maddelerin ICso doz hesaplamasi

yapildi AATBioquest (https://www.aatbio.com/) programi kullanilarak yapildi.
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3.2.4 Koloni formasyon deneyi

Hiicre sayimi yapildiktan sonra gerekli hesaplamalar yapilarak 6 kuyucuklu plakalara kuyu
basina 1000 hiicre gelecek sekilde hiicreler boliindii. Hiicrelerin ylizeye tutunmalart igin 24
saat siire verildikten sonra ICso dozlarinda etkili goriilen maddeler uygulandi ve 37 derecede
%35 CO2’li inkiibatore kaldirildi. 4 giinde bir doz hatirlatmasi yapilarak 2 hafta boyunca
inkiibatorde koloni olusturma siiresi tanind1. Iki hafta sonunda medyum uzaklastirild1 ve
kuyucuklar PBS ile yikanarak tamamen medyumdan arindirildi. Metanol ile hiicrelerin
tamamen plakaya yapigmasi saglandi, sonrasinda kristal viyole boyasi ile boyandi ve
fotograflandirilmas: yapildi. Koloni sayisi Cell Counter uygulamasi ile sayilarak gerekli

hesaplamalar ve olusan koloni miktarlari raporlandi.

3.2.5 Yaralanma (cizik) deneyi

Hiicreler kaldirildiktan sonra 6 kuyucuklu plakaya kuyu basina 30.000 hiicre gelecek sekilde
paylastirildi. Sonrasinda hiicrelerin tutunmasi i¢in 24 saat siire tanindi. 24 saat siirenin
sonunda hiicrelere ICso dozunda madde uygulamasi yapildi. Ince pipet ucu kullanilarak es
yaralar agild1 ve 0, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat olacak sekilde fotograflamasi yapildi. Yaralarin
kapanma diizeyi Image J programi kullanilarak Olciildii ve yiizde alan hesaplamalari
yapilarak grafikler GraphPad prism 8.0 programi ile ¢izdirildi. % Alan formiilii asagida
gosterildigi gibidir.

3.2.6 Hiicrelerden protein eldesi

Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara paylastirildi ve erken (2 saat i¢in) ve geg¢ saat (72 saat)icin
ayr1, ayr1 olmak iizere ICso dozunda uygulamalar1 yapildi. Uygun saatlerde bekletildikten
sonra hiicrelerden RIPA soliisyonu kullanilarak protein kazima islemi gerceklestirildi. RIPA
cozeltisinin hazirlanmasi Tablo 3.5’te gosterilmistir Kuyulardaki besiyeri dokiildii ve 3 kere
PBS ile yikama yapildi. Sonrasinda 100ul RIPA soliisyonu kullanilarak buz iizerinde 5 dk
bekletildi ve kazima islemi gerceklestirildi. Steril eppendorfa alinan hiicre igerigi 2’ser
dakika olarak 3 keze sonikasyona gotiiriildii ve parcalama igslemine devam edildi. Par¢alama
isleminden sonra 13500 rpm’de de 15 dk boyunca santrifiije gotiiriilerek protein igeren

slipernatantin eldesi saglandi.
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Tablo 3.5: RIPA hazirlanisi

Cozelti Hazirlamis1

RIPA pH ayar1 8.0 olan 10 mM Tris-HCI, 1 nM EDTA, 140 mM NaCl, 1 mM
EGTA %0.1 (w/v) SDS, SDS ile ayn1 oranda sodyum deoksikolat ve %1
(v/v) Triton X-100 i¢eren karigim hazirlanmistir. Son hacme ulasana kadar
proteaz inhibitorii eklenmistir. 2 mL hacmindeki eppendorf tiipleri ile -
20°C’de stoklanmak tizere ayrilmistir.

3.2.6.1 Protein miktar tayini

Elde edilen proteinlerin miktar tayini Bradford yontemi ile yapildi. Proteinler 2.5 puL olacak
sekilde 96 kuyucuklu plakalara alindi, Steril enjeksiyonluk su ile %100 oraninda seyreltildi.
Uzerine hazirlanan Bradford ¢ozeltisinden 250 pL konularak aktiflesmesi igin karanlik
ortamda 10 dk boyunca bekletildi. Spektrofotometre kullanilarak 595 nm’de absorbansi
alindi. Tablo 3.6’de bradford ¢o6zeltisi hazirlarken kullanilan yontem verilmistir. Sekil 3.4’ de
Bradford egrisi gosterildigi gibidir. Egri iizerinden protein hesaplamasi yapilmaktadir.
Protein hesabi i¢in olusturulan standart egri grafiginden elde edilen formiil {izerine degerler

yerlestirilir ve hesaplanmalar yapilir. Deneyler sirasinda asagidaki formiil kullanilmastir.

Tablo 3.6. Bradford hazirlanist

Cozelti Hazirlanisi

Bradford 0.1 gram Coomassie Brilliant Blue (G-250), 50 mL %95 etanol
igerisinde tamamen ¢oziiliir. Ardindan karisima 100 mL %85 (w/v)
fosforik asit ilave edilir. Elde edilen ¢ozelti, saf su (dH20) ile 1 litreye
tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti, filtre kagidindan siiziildiikten sonra
151k almayan bir siseye aktarilir ve 4 °C’de saklanir.
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Sekil 3.5: Bradford egrisi grafigi ve denklemi

3.2.6.2 SDS poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS PAGE deneyi hazirlanan protein orneklerinin elekrik akimi kullanilarak hareketine ve
boyutlarina gore ayrilmasina dayanan bir metoddur. Cift fazli jel sisteminde Oncelikle
ayirma jeli (alt jel) sabitlenmis iki cam arasina dokiildii. Jelin diiz formda
polimerlesebilmesiicin %90 oraninda izopropnol kullanilarak jelin diizlesmesi saglandi.
Jelin istenilen forma ulagmasi icin siire tanindiktan sonra istteki izoproanol kurutma
kagitlar1 yardimiyla alindi. Sonrasinda yigma jeli (iist jel) dokiilerek taraklar yardimiyla
protein ornekleri i¢in kiiclik kuyucuklar olusturuldu. Yigma jeli de polimerlestikten sonra
kuyucuklara zarar vermeden taraklar ¢ikarildi ve jel camlarla birlite 1X yiirlitme tamponu

iceren jel elektroforezi tankina alindu.

3.2.6.3 Protein hazirlama

Elde edilen proteinlerin hesaplamasi her kuyucuga ayn1 miktarda (40 pg) protein gelecek
sekilde yapildi. Proteinler eppendorflara paylastirildiktan sonra 20 uL’ye tamamlanacak
sekilde upper buffer eklemesi yapildi. Sonrasinda %10 Beta-merkaptoetanol igeren 4x
laemmli boyasindan 5 puL her eppendorfa eklenerek 25 pl’ye tamamlandi ve proteinlerin
denatiire olmasi i¢in 95 derecede 5 dk bekletildi. SDS page jeline her kuyuya 20 puL olacak
sekilde ornekler paylastirildi ve 80V elekrik giicii verilerek yiirlitme tamponu igerisinde 3
saat yiiriitme islemi yapilarak proteinlerin boyutlarina goére ayrilmasi saglandi. Ayirma jeli

hazirlanmas1 Tablo 3.7°da, yigma jeli hazirlanmasi ise Tablo 3.8’de gdsterilmistir.
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Tablo 3.7: 2 adet ayirma jeli hazirlanist

Soliisyon Miktar
TEMED 10 pL
dH,O 5mL
Lower Buffer 2.5mL
Akrilamid-Bisakrilamid (37.5:1) 2.5mL
%10 APS 100 pL

Tablo 3.8: 2 adet yigma jeli hazirlanisi

Soliisyon Miktar
TEMED SuL
dH,O 50 uL
Upper Buffer 1.25mL
Akrilamid-Bisakrilamid (37.5:1) 0.625 mL
%10 APS 3.07mL

3.2.6.4 Western Blot deneyi

Western Blotlama deneyi hiicre protein ekstraktinin nicel olarak analizinin yapildig bir
protein miktar tayin analizidir. Elektroforez, transfer, antikorlama, problama ve goriintiileme
asamalarindan olusmaktadir. Western Blot deneyinde kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.9°da
verilmigtir.

Proteinler boyutlarina gore jel igerisinde ayristirildiktan sonra 1slak sandvigleme transfer

yontemi kullanilarak gece boyu 90mA akim ile PVDF membrana transferi gerceklestirildi.
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Tablo 3.9: Western blot deneyi ¢ozeltileri

Cozelti

Hazirlanisi

10X TBS (Tris-Tuzlu
Salin Tamponu)

10X Elektroforez
(Yiiriitme) Tamponu

Ayirma  Jeli (Alt
Katman) Tamponu

Yigma Jeli  (Ust
Katman) Tamponu
Transfer Tamponu

24.22 gram Tris baz (Molekill Agirhigi: 121.14) ve 87.66 gram sodyum kloriir
(NaCl, MW: 58.44), yaklasik 700 mL saf su (dHz0) icerisinde ¢oziiliir. pH degeri
7.5’e ayarlanir ve toplam hacim 1 litreye tamamlanir.,

30.3 gram Tris baz ve 144.4 gram glisin (MW: 75.07), yaklasik 700 mL dH.O’da
¢oziiliir. pH degeri 8.3 olarak ayarlanir ve hacim 1 litreye tamamlanir. Kullanim
esnasinda 1X olacak sekilde seyreltilir.

18.17 gram Tris baz ve 0.4 gram SDS, 80 mL saf suda ¢oziiliir. pH degeri 8,8’
ayarlanir ve toplam hacim 100 mL’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 4°C’de
muhafaza edilir.

6 gram Tris baz ve 0.4 gram SDS, 80 mL dH.0’da ¢oziiliir. pH degeri 6,8 olacak
sekilde ayarlanir. Hacim 100 mL’ye tamamlanir ve ¢ozelti 4°C’de saklanir.

200 mL metanol ve 100 mL 10X yiiriitme tamponu karigtirilir. Uzerine saf su

eklenerek hacim 1 litreye tamamlanir. Son olarak 500 pL %10 (agirlik/hacim)
SDS eklenir.

0.1 gram Coomassie brilliant blue R-250, 50 mL metanol i¢inde ¢oziiliir.
Ardindan 10 mL asetik asit eklenir ve karistirilir. Son hacim dH2O ile 100 mL’ye
tamamlanir.

100 mL 10X TBS tamponu ile 1 mL Tween-20 karigtirtlir. Karigtma dH-O
eklenerek toplam hacim 1 litreye tamamlanir.

0,1 gram ponceau-S, 100 mL %5 (hacim/hacim) asetik asit ¢6zeltisinde tamamen
¢Oziiliir.

277.8 mM Tris-HCI (pH 6.8), %44.4 oraninda gliserol (hacim/hacim), %4.4
oraninda LDS (veya SDS) ve %0.02 bromfenol mavisi igerir.

Jel Boyama Cozeltisi

1X TBST Cozeltisi
Ponceau Boyasi

4X Laemmli Boyasi

3.2.6.5 Antikorlama

Transferi gergeklestirilen proteinlerin bulundugu PVDF membran istenmeyen protein
baglanmalarinin Oniine gegilmesi i¢in 1xTBST ile 3 kere 5 dk yikandiktan sonra 1 buguk
saat boyunca %10 yagsiz siit tozu iceren 1xTBST kullanilarak bloklamaya alindi. Bloklama
islemi tamamlandiktan sonra 3 kere Ser dk boyunca yikama islemi gerceklestirildi ve ticari
olarak temin edilen, istenilen antikorda, onerilen kosullarda muamele edilerek antikorlarin
proteine baglanmasi saglandi. Primer antikorlarla muamelesinden sonra tekrar yikanarak

primerlere uygun sekonder antikorlar ile uygun oranda ve siirede muamele edildi.

Antikor olarak Cell Signaling Technology ve Santa Cruz Biotechnology’ye ait primer ve
sekonder antikorlar kullanildi. Kullanilan primer antikorlar: total RSK (CST, 8019, 1:1000),
RSK2 (CST, 9347, 1:1000), p-RSK (Thr359/Ser363) (CST, 9341, 1:1000), Bcl-2 (CST,
3498, 1:1000), Bax (CST, 2772, 1:1000) ve ylikleme kontrolii olarak B-actin (Santa Cruz,
sc-47778, 1:5000)’dir. Primerlere karsilik sekonder antikor olarak anti-rabbit IgG (Santa
Cruz, sc-2357, 1:5000) ve anti-mouse IgG (Santa Cruz, sc-2005, 1:5000) antikorlari
kullanildi.
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3.2.6.6 Problama

Uygun antikorlarla muamele edilen membran problama adimi i¢in 6ncelikle yikandi. Daha
sonra Thermo Scientific markasina ait ECL soliisyonu esit oranda karigtirilarak uygulandi
ve UVP biospectrum sistemi yardimiyla goriintiilemesi saglandi. Alinan goriintiiler Image J

programi yardimiyla analiz edildi.

3.2.7 Flow Sitometre

HT-29 ve SW480 hiicre hatlarinda potansiyel inhibitorler uygulandiktan sonra apoptoza
etkilerini gézlemlemek i¢in Annexin V deneyi uygulandi. 6 kuyucuklu plakalara kuyucuk
basina 500.000 hiicre gelecek sekilde paylastirildi. Bir gece inkiibasyon sonra, potansiyel
inhibitorler 1Cso dozunda uygulandi ve kontrol grubu hiicrelere inhibtorlerin igerisinde
¢Oziindiigi tek basina DMSO uygulandi. ve 72 saat boyunca beklendi. 72 saat sonunda PBS
kullanilarak besiyeri yikand1 ve TE kullanilarak hiicreler yiizeyden kaldirildi. 15 mL’lik
falkonlarda santrifiij ile ¢oktlirme isleminden sonra 2 kez daha olacak sekilde pellet tekrar
tekrar ¢ozilllip santrifiij yaptirildi. Annexin ¢ozeltisi %1 BSA iceren PBS’te ¢oziildii ve
ornek basma 100 mikrolitre olacak sekilde paylastirildi. 20 dk boyunca karanlik ortamda

bekletildikten sonra Guava EasyCyte™ flow sitometre cihazinda analizler yapildi.

3.3 lstatistiksel analiz

Deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmis ve sonuglar ortalama + standart sapma (SS) olarak
verilmistir. Verilerin analizinde GraphPad Prism (siiriim 10.1.0) programi kullanilmistir.
Gruplar aras1 karsilastirmalar icin iki Yonli Varyans Analizi (Two-Way ANOVA)

uygulanmis olup, p < 0.05 degeri istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 RSK1 ve RSK2 Proteinlerinin Hiicre ici Seviyelerinin Belirlenmesi

Boliim 3.2.2°de anlatildigi sekilde SW480 ve HT-29 hiicreleri biiyiitiildiikkten sonra
hiicrelerden Bolim 3.2.6’da anlatildig1 sekilde RIPA protokoliil ile protein elde islemi
gerceklestirildi. SW480 ve HT-29 hiicrelerine higbir uygulama yapilmadan total RSK
seviyesi spesifik antikor kullanilarak belirlendi. 40 ng olacak sekilde SDS-PAGE jeline
protein lizatlar1 eklendi ve jel elektroforezi saglandi. PVDF membrana 1 gece boyunca
transfer islemi yapildi. Sonrasinda membran 90 dk boyunca yagsiz siit tozu kullanilarak
blokland1 ve gece boyunca total RSK 1/1000 antikoruyla; 90 dk boyunca -Aktin antikoruyla
muamele edildi. Sonrasinda 90 dk boyunca Anti-Rabbit sekonder antikoruyla muamele
edildikten sonra ECL soliisyonu kullanilarak goriintiilendi. Yapilan ¢calismada Sekil 4.1°de
verildigi tizere SW480 ve HT29 hiicelerinde RSK proteininin varligi kanitlanmistir.

9 8L

Total RSK 90 kDa

B-aktin 43 kDa

Sekil 4.1: Hiicrelerde bulunan RSK geninin Western Blot goriintiisti

4.2 Secilen Inhibitér Adaylarinin Hiicresel Analizlerinin MTT Sitotoksisitesi

Inhibitér adaylarmin segilen hiicreler iizerindeki sitotoksisitesinin belirlenmesi i¢in MTT
testi Boliim 3.2.3’de anlatildig1 sekilde uygulandi. Belirlenen 11 potansiyel inhibitoriin 5
farkli konsantrasyonda (150 uM, 75 uM,38 uM,19 uM ve 9 uM) SW480, HT-29 ve HUVEC
hiicrelerine uygulandi. Kontrol olarak 2 pL DMSO uygulanmis gruplar kullanilmistir. Ug
farkli zaman diliminde 24, 48 ve 72 saatlerde MTT testi uygulanmis ve MTT tesi Boliim
3.2.3’te belirtildigi lizere gergeklestirilmistir. Bilesiklerin ICso dozlar1 hesaplanabilecek
olanlar web bazli AATBioquest (https://www.aatbio.com/) programi yardimiyla

hesaplanmustir.
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4.2.1 Potansiyel inhibitorlerin HT-29 hiicreleri iizerindeki sitotoksik aktivitesi
HT-29 hiicre hatt1 calismalarinda Y040-3184 bilesiginin biitiin saat dilimlerinde 6zellikle en

yiiksek doz olan 150 uM uygulamalarda istatistiksel olarak anlamli sekilde toksik etkili
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Y040-3184
150
mm 150 uM
@ B 75uM
g100- T I 1- E 38 uM
3 = 19 uM
G = 9 uM
Hee | 50_.
L =3 Kontrol
N
0_
24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.2: Y040-4759 Inhibitor adayr HT-29 MTT grafigi

HT-29 hiicre hatt1 ¢alismalarinda, Y040-4759 bilesiginin biitiin saat dilimlerinde 6zellikle

en yiiksek doz olan 150 uM uygulamalarda istatistiki olarak anlamli sekilde toksik etkili
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3).
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Y040-4759

150
ok okok dokkok sk ok ok m 150 uM
B | = 75 M
E 100 Ir - a Em 38 uM
© I = 19 uM
o = 9 uM
3 50
L =3 Kontrol
X
0-
24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.3: Y040-4759 inhibitor adayr HT-29 MTT grafigi

VO031-1748 aday inhibitdriiniin HT-29 hiicrelerinde doza gore 48 ve 72 saatlerde etkili
oldugu MTT testi sonucuna gore belirlenmistir (Sekil 4.4).

V031-1748
ok ok ok *
* % *
150 |
* * * 3 - 150 uM
e m 75 M
E 100 . . . = 38 M
O = 19 M
) = 9 uM
3 50
L II‘] =3 Kontrol
52
0_

24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.4: V031-1748 inhibitor adayr HT-29 MTT grafigi

V030-2239 aday inhibitoriiniin yapilan MTT testi sonucunda tiim saat araliklarinda kontrol

grubuna kiyasla %50°nin iizerinde 6liime yol a¢tig1 belirlenmistir (Sekil 4.5).



V030-2239

sk %k sk k o %k sk sk s sk %k k
| | |
%Kk kk Kkkkk Kk kkk
| | ] E 150 uM
5 100 i i I = 75 pM
= - E 38 uM
S i H
© =3 19 M
s 50 = 9 M
L =3 Kontrol
=2
0

24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.5: V030-2239 inhibitdr Adayt HT-29 MTT grafigi

Yapilan MTT testi sonucunda S322-0083 kodlu aday inhibitoriiniin hiicre canliligina etkisi

bulunsa da 6ldiirme oraninin %50°nin altinda oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.6).
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S$322-0083
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24 sa 48 sa

Sekil 4.6: S322-0083 inhibitdr adayr HT-29 MTT grafigi

¥k

|

% Ak 3k k

al

72 sa

oooomn

150 uM
75 UM
38 uM
19 uM
9 uM
Kontrol

F688-0005 aday inhibitoriiniin hiicrelere her dozda toksik etki uyguladigi ve bu etkinin 72.

Saatte maksimuma ulastig1 goriilmiistiir (Sekil 4.7).
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* %%k
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| |
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1 [ | 1
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% = 19 uM
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L =3 Kontrol
X
0
24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.7: F688-0005 inhibitdr adayt HT-29 MTT grafigi

D217-0222 bilesiginde ise, 24 saatte en yiiksek dozda gozlemlenen hiicre toksisitesi 48. ve
72. saatlerde giderek artmis ve Ozellikle 48 ve 72 saatlerde biitiin dozlarda ciddi toksisite

etkili oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: D217-0222 inhibitér adayr HT-29 MTT grafigi

72 sa

oooomon

150 uM
75 uM
38 uM
19 uM
9 uM
Kontrol

(C592-3214 bilesigi 48 ve 72 saatlerde biitiin dozlarda toksik etkili oldugu tespit edilmistir

(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: C592-3214 inhibitor adayr HT-29 MTT grafigi

oooomn

150 uM
75 uM
38 uM
19 uM
9 uM
Kontrol

6190-0389 bilesigi 72. Saat ve en yliksek dozda hiicre canliligini %50°nin altina diistirmiistiir

(Sekil 4.10).
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6190-0389
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Sekil 4.10: 6190-0389 inhibitdr adayr HT-29 MTT grafigi

Y206-0033 bilesigi yapilan MTT testi sonucunda HT-29 hiicreleri {izerinde toksik bir etki
gostermemistir. (Sekil 4.11).
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Y206-0033
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Sekil 4.11: Y206-0033 inhibitor adayr HT-29 MTT grafigi

STOCKIN-83113 bilesigi de yapilan MTT testi sonucunda herhangi bir toksik etki
gostermemistir(Sekil 4.12).

STOCK1N-83113

150-
| mm 100 pM
s i Em 50 uM
E 1004 . . . E 10 uM
g - = 5uM
G = 1 uM
He | 50_
L =3 Kontrol
X
0_
24sa 48sa 72sa

Sekil 4.12: STOCK1N-83113 inhibitér aday1 HT-29 MTT grafigi

4.2.2 Potansiyel inhibitorlerin SW480 hiicreleri iizerindeki sitotoksik aktivitesi
Y040-4759 grafigi analiz edildiginde doza ve zamana bagli olarak SW480 hiicrelerinde
toksik etkili oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.13).



Y040-4759

ok ok
1
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1
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Sekil 4.13: Y040-4759 inhibitor aday1 SW480 MTT grafigi

Y040-3184 adli potansiyel inhibitor 24. Ve 48. Saatlerde toksik etki gosterirken, 72. Saatte
bu etkiyi kaybetmistir (Sekil 4.14).

Y040-3184
200-
I I mEm 150 uM
D) 150 B /5 uM
?, mEm 37,5 M
© 100- i i - = 19 uM
) = 9 M
S5
T 50— = Kontrol
=
0_
24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.14: Y040-3184 inhibitor aday1 SW480 MTT grafigi

V031-1748 aday inhibitdriiniin toksik etkili olmadig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15: V031-1748 inhibitér aday1 SW480 MTT grafigi

V030-2239 bilesigi 6zellikle 150uM dozda biitiin saatlerde %50°nin altinda bir toksisite etki

gosterdigi tespit edilmistir. Ancak 72 saatte en kiiclik dozlarda kontrole kiyasla bir

proliferasyon goriildiigii icin ICso degeri hesaplanamamaistir (Sekil 4.16).

% Hucre Canhihgn

150

100

(2]
o
1

V030-2239
ok okxk
L
%k %k %k k %k kk kkkk
1
T . -
24 sa 48 sa 72 sa

150 uM
75 UM
37,5 uM
19 uM
9 uM
Kontrol

Sekil 4.16: V030-2239 inhibitor aday1 SW480 MTT grafigi

47



S322-0083 aday inhibitdrii 24 ve 48 saatte toksik etki gdstermezken, 72 saatte toksik etkili

oldugu ve hiicre canliligin1 %50 nin altina diisiirdiigli gézlemlenmistir (Sekil 4.17).

S322-0083
% ok ok %k
]
% %k %k %k
200+ I
sk 3k %k %k m 150 uM
g 150- = 75 uM
= | = 37,5 uM
g 100_ h - - T - - 19 lJM
§ =31 9 uM
T 504 = Kontrol
2
0_
24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.17: S322-0083 inhibitér aday1 SW480 MTT grafigi

F688-0005 aday inhibitoriinliin 72 saat zaman diliminde en yiiksek dozda toksik etki
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.18).
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F688-0005
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Sekil 4.18: F688-0005 inhibitor adayr SW480 MTT grafigi

D217-0222 bilesigi SW480 hiicre hattinda toksik etki géstermemistir (Sekil 4.19).

D217-0222
200-
I
2 150
E I
m Il
3 1004 - - -
]
=
T 50-
2
0_

24 sa 48 sa 72 sa

oooonn

150 uM
75 uM
37,5 uM
19 uM
9 uM
Kontrol

Sekil 4.19: D217-0222 inhibitér aday1 SW480 MTT grafigi

(C592-3214 bilesigi 72 saatte en yiiksek dozda toksik etki gostermistir (Sekil 4.20).



C592-3214

* %k %k %k
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X
0_
24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.20: C592-3214 inhibitor adayr SW480 MTT grafigi

6190-0389 bilesigi SW480 hiicreleri iizerinde toksik bir etki gostermemistir(Sekil 4.21).

6190-0389
150-
Bl 150 uM
£ 100- [ b - = 37,5 M
g = 19 uM
o = 9 M
2 50
= Kontrol
S
0_
24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.21: 6190-0389 inhibitér adayr SW480 MTT grafigi

Y206-0033 bilesigi toksik bir etki gostermemistir (Sekil 4.22).



Y206-0033

200
mm 150 pM
. = 75 uM
< | , = 37,5 pM
O 100- _ i _ = 19 uM
S = 9uM
T 504 =3 Kontrol
X
0_

24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.22: Y206-0033 inhibitér aday1 SW480 MTT grafigi

STOCKI1N-83113 bilesigi toksik bir etki gostermemistir (Sekil 4.23).

STOCK1N-83113

250
_ mm 100 uM
2 2997 = 50 uM
§ 150 [ E 10 uM
o ] = 5uM
§ 100 , - - . = 1M
2 50+ = Kontrol
0_

24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.23: STOCK1N-83113 inhibitor aday1 SW480 MTT grafigi

4.2.3 Potansiyel inhibitorlerin saghklhh model HUVEC iizerindeki sitotoksik aktivitesi
Sagliklt model olan insan gébek kordon bagi hiicreleri (HUVEC) kullanilmistir. Yapilan
calismalarda sitotoksik aktivite analizleri yapilmistir. Y040-4759 (Sekil 4.26), V030-2239
(Sekil 4.24) ve C592-3214 (Sekil 4.25) potansiyel inhibitorleri saglikli hiicre grubu igin

Ozellikle 72 saatlerde hiicre yogunlugunu %50’nin altina diisiirecek oranda toksisite

gozlemlenmistir.



% Hucre Canhiig

% Hucre Canhihign

V030-2239

*
150 L
%k kk = Kontrol
m 150 uM
100 - - -
I{I mE 75 uM
B 39 uM
50— = 19uM
= 9uM
0_
24 sa 48 sa 72 sa
Sekil 4.24: V030-2239 inhibitér aday1t HUVEC MTT grafigi
C592-3214
150 - * %k
1
& = Kontrol
100+ &l I i EE 150 pM
I mEm 75 M
50— B 39 uM
= 19uM
= 9uM
0_
24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.25: C592-3214 inhibitér adayt HUVEC MTT grafigi
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% Hucre Canlhiig
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Sekil 4.26: Y040-4759 inhibitoér adayt HUVEC MTT grafigi

S322-0083 bilesigi HUVEC hiicrelerinde toksisite gostermemistir (Sekil 4.27).

% Hicre Canlihidn

S$322-0083
200
150 -
1004 i H . ]
50—
0_
24 sa 48 sa 72 sa

NN N

Kontrol
150 uM
75 uM
39 uM
19uM
9 uM

Sekil 4.27: S322-0083 inhibitér adayt HUVEC MTT grafigi
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F688-0005 inhibitdrii saglikli model HUVEC hiicrelerinde ¢ok diisiik oranda toksisite
gostermistir (Sekil 4.28).

F688-0005
150
=3 Kontrol
D) mm 150 uM
c 100 n - ; 1 E 75 uM
g Ea 39 pM
o = 19uM
S 50 H
- = 9uM
X
0_
24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.28: F688-0005 inhibitér adayt HUVEC MTT grafigi

D217-0222 bilesigi HUVEC hiicre hattinda toksik bir etki gostermemistir (Sekil 4.29).

D217-0222
150
=3 Kontrol
g ﬂ & mEm 150 uM
& 1007 1 i m m 75 uM
p E 39 uM
% 50 = 19uM
32 = 9uM
0_

24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.29: D217-0222 inhibitér aday1t HUVEC MTT grafigi

6190-0389 bilesigi 72. saatte toksik etki gosterse de hiicre konsantrasyonu %50 nin altina
diismemistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30: 6190-0389 inhibitér adayr HUVEC MTT grafigi

Y206-0033 bilesigi 72. saatte toksik etki gosterse de hiicre Oldiirme diizeyi %50°nin
altindadir (Sekil 4.31).

Y206-0033
% ok ok %k
3k 3k ok K
sk ok ok %k
150 ok kK
_ * %k
D A B = Kontrol
g 1004 . - . mm 150 pM
% E 75 M
3] mEm 39 uM
5 50
L = 19uM
S
= 9uM
0_
24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.31: Y206-0033 inhibitér adayt HUVEC MTT grafigi



Y040-3184 aday inhibitorii 72 saatte tiim dozlarda toksik etki gdstermistir fakat bu etki
%350’nin altinda kalmistir (Sekil 4.32).

Y040-3184
% %k 3k %k
L
sk ok ok ok
- % ok %k k
150 =3 Kontrol
D) —‘ m 150 uM
€ 100+ I]] I{ - - = 75 M
g E 39 uM
=§ 50 = 19uM
s ﬂ = 9uM
32
0_

24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.32: Y040-3184 inhibitor adayt HUVEC MTT grafigi

V031-1748 bilesigi HUVEC hiicre hattinda toksik bir etki gosteremistir (Sekil 4.33).

V031-1748

200
_ = Kontrol
B
= 150+ mm 150 uM
5 = 75 pM
&
o 100 I I I B3 39 uM
S = 19uM
T 50-
52 = 9uM

0_
24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.33: V031-1748 inhibitoér adayt HUVEC MTT grafigi
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STOCKIN-83113 Bilesigi toksik etki gostermemistir (Sekil 4.34).

STOCK1N-83113

150
0 " =3 Kontrol
§ 100- - - - mm 100uM
© ]] = 50uM
) E 10pM
3 50-
T = 5uM
=S
= 1uM
0_.

24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.34: STOCK1N-83113 inhibitér adayt HUVEC MTT grafigi

4.2.4 Potansiyel inhibitorlerin ICs degerlerinin karsilastirilmasi
Genel olarak sitotoksik aktivite bulgular1 degerlendirildiginde toksik inhibitorler i¢in I1Cso
dozlar1 belirlenmistir. ICso hesaplamalar1 72 saate gore yapilmistir. HT-29 hiicreleri i¢in en

diistik %50 toksisite degerini V031-1748 adl bilesigin gosterdigi goriilmiistiir (Tablo 4.1)

Tablo 4.1: HT-29 Hiicreleri ICso degerleri

Bilesik Adi ICso (M)
F688-0005 61.0863
Y040-3184 69.3212
C592-3284 75.5523
6190-0389 78.3787
V030-2239 54.1355
V031-1748 31.6696

SW480 hiicre hattinda elde edilen ICso degerleri gosterilmistir. Hesaplamalar 72 saate gore
yapilmistir. En yiiksek toksisiteyi gosteren ve en diisiik %50 inhibisyon konsantrasyonuna
sahip bilesik, S322-0083 olarak belirlenmis ve aday inhibitor olarak tanimlanmistir. Ayni
bilesigin HT-29 hiicre hattinda toksik etki gdstermedigi tespit edilmistir. ICso degerleri
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belirlenen bilesikler, ileri diizeyde hiicre 6liim mekanizmasi testlerine tabi tutulmustur

(Tablo 4.2).

Tablo 4.2: SW480 Hiicreleri ICso degerleri

Bilesik Adx ICso (M)
F688-0005 63.614
Y040-4759 26.532
(C592-3284 64.0268
S322-0083 17.7037

V030-2239, Y040-4759 ve C592-3214 bilesikleri, saglikli hiicre hatti olan HUVEC iizerinde
toksik etki gostermistir. Hesaplamalar 72 saate gore yapilmistir. Bu potansiyel inhibitorlerin

ICso degerleri sirasiyla 91.06 uM, 74.31 uM ve 81.99 uM olarak belirlenmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: HUVEC Hiicreleri ICso degerleri

Bilesik Adx ICso (M)
V030-2239 91.06
Y040-4759 74.31
C592-3284 81.99

4.3 Toksik Oldugu Belirlenen Potansiyel inhibitorlerin Gosterdigi Proliferatif ve
Apoptotik Etkilerin Belirlenmesi
HT-29 hiicre hatt1 i¢in toksik oldugu belirlenen 6 inhibitor ile SW480 hiicre hatti igin
belirlenen 4 inhibitore ait detayli apoptotik veriler, flow sitometri ve western blotting
yontemleri kullanilarak analiz edildi. Western blotting Boliim 3.2.6.4°teki protokole uygun
sekilde gergeklestirildi. Hiicreler 6 kuyucuklu plaklara dagitildiktan sonra, daha 6nce
tanimlanan ICso dozlarinda inhibitor uygulamasi yapildi. Uygulamanin ardindan 72 saat
gecince, hiicreler RIPA tamponu ile kazinarak protein izolasyonu gerceklestirildi. Apoptoz
degerlendirmesi icin BAX ve BCL-2 antikorlar1 kullanildi; B-aktin ise yiikleme kontrolii ve
normalizasyon amaciyla dahil edildi. HT-29 hiicre hattinda toksik etki gosteren 6 bilesige

ait BAX protein diizeyleri, kontrol grubu ile karsilastirmali olarak sunuldu. Elde edilen
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bulgulara gore, ozellikle C592-3284, Y040-3184, V031-1748 ve V030-2239 numaralt
bilesiklerin uygulandig1 gruplarda BAX seviyelerinde belirgin bir artis gozlenmektedir
(Sekil 4.35).

a)
//

| Beta Aktin 43kDa |

Q
Q
&

[Bax20kDa |

FOLD BAX

Sekil 4.35: a) HT-29 hiicreleri BAX ve beta actin antikor goriintiisii b) BAX grafigi

SW480 hiicre hatt1 i¢in belirlenen 4 inhibitére yonelik olarak BAX ve BCL-2 antikor
diizeyleri analiz edildi. Bax protein diizeyinin S322-0083, Y040-4759 ve SLO1-01
bilesiklerinin uygulandigi gruplarda arttigi; buna karsilik BCL-2 diizeyinin ise protein
seviyesinde azaldig1 belirlendi (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36: a) SW480 hiicreleri BAX, BCL-2 ve B-aktin antikorlar1 goriintiisii b) BAX
grafigi c) BCL-2 grafigi

4.4 Potansiyel Inhibitérlerin Olusturdugu Apoptotik Etkinin Flow Sitometre Ile
Gosterilmesi

Flow sitometre uygulamasi Bolim 3.2.7°de gosterildigi gibi gerceklestirildi. HT-29

hiicreleri i¢in belirlenen potansiyel inhibitdrler uygulandi. elde edilen goriintiilere ait veriler

grafik olarak sunuldu. Yapilan ¢alisma sonucunda, pozitif kontrol olarak kullanilan SLO1-

01 inhibitorii ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda, 6190-0389 ve (C592-3284 isimli

inhibitdrlerin ge¢ apoptoz ve nekrozu tetikledigi belirlendi (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37: HT-29 hiicreleri flow sitometre goriintiisii
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Sekil 4.38: HT-29 hiicreleri flow sitometre grafigi

Yapilan ¢alisma sonucunda SW480 hiicreleri i¢in oOzellikle erken ve ge¢ apoptozu
indiikleyen bilesigin F688-0005 isimli potansiyel inhibitdr oldugu gosterilmistir (Sekil
4.39).
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Sekil 4.39: SW480 hiicreleri flow sitometre goriintiisii
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Sekil 4.40: SW480 hiicreleri flow sitometre grafigi

PI hiicre dongiisii analiz verileri incelendiginde, HT-29 hiicreleri i¢in V031-1748 inhibitorii

hari¢ diger bilesiklerde hiicrelerin sentez fazinda biriktigi goriildi (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41: HT-29 PI ile hiicre siklusu evrelerinin karsilastirmali grafigi
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Sekil 4.42: SW480 PI ile hiicre siklusu evrelerinin karsilagtirmali grafigi

4.5 Bilesiklerin Hiicre Gocii ve Koloni Olusturma Yetilerinin Belirlenmesi
Koloni formasyon deneyleri Boliim 3.2.4’te gosterildigi gibi gercgeklestirildi. Belirlenen
potansiyel inhibitdr adaylart HT-29 hiicreleri iizerine uygulandiktan sonra uygulanan

inhibitorlerin koloni olusturma etkilerini baskiladig1 belirlenmistir (Sekil 4.44).

Kontrol SLO101-01 6190-0389 C592-3214

Y040-3184 V031-1748 \V030-2239 F688-0005

Sekil 4.43: HT-29 hiicreleri koloni formasyon goriintiileri
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Sekil 4.44: HT-29 hiicreleri koloni formasyon grafigi

SW480 hiicrelerinde ise uygulanan F688-0005 ve Y040-4759 inhibitorlerinin koloni
olusumunu baskiladig goriilmistiir (Sekil 4.46).

Kontrol F688-0005 Y040-4759 SL0101-01

C592-3214

Sekil 4.45: SW480 hiicreleri koloni formasyon goriintiileri
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Sekil 4.46: SW480 hiicreleri koloni formasyon grafigi

4.6 Secilmis Olan Inhibitérlerin Yara iyilestirme Etkilerinin Belirlenmesi
4.6.1 HT-29 hiicrelerinde potansiyel inhibitorlerin yara iyilestirme etkisinin
belirlenmesi

Cizik deneyleri Boliim 3.2.5’te gosterildigi gibi gerceklestirildi (Sekil 4.47).

3. SAAT 6. SAAT 48. SAAT 72. SAAT 96. SAAT 120. SAAT

®5e
ST e&

Kontrol

@i @
SOE *De

EBP@E ¢
¢ e JEJU ]

L e & G Jea

Cal 2003080 2

26®
&

Sekil 4.47: HT-29 hiicreleri ¢izik deneyi goriintiileri



SL-0101

F688-0005

Kontrol

Sekil 4.47 (devam)

Yapilan deneyler sonucunda F688-0005 inhibitoriiniin HT-29 hiicrelerinin yara iyistirme

kapasitelerini biiylik ol¢iide azalttig1 bulgulanmistir (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48: F688-0005 bilesigi HT-29 hiicre hatt1 ¢izik deneyi grafigi

Yapilan deneyler sonucunda C592-3214 inhibitoriiniin HT-29 hiicrelerinin yara iyilestirme

kapasitelerini azalttig1 bulgulanmistir (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49: C592-3214 bilesigi HT-29 hiicre hatt1 ¢izik deneyi grafigi

Yapilan deneyler sonucunda V031-1748 inhibitoriiniin HT-29 hiicrelerinin yara iyilestirme

kapasitelerini biiylik ol¢iide azalttigi bulgulanmistir (Sekil 4.50).
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Sekil 4.50: V031-1748 bilesigi HT-29 hiicre hatt1 ¢izik deneyi grafigi

Yapilan deneyler sonucunda 6190-0389 inhibitoriiniin HT-29 hiicrelerinin yara iyilestirme

kapasitesinde fazla bir degisiklik yaratmadigi bulgulanmistir (Sekil 4.51).
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Sekil 4.51: 6190-0389 bilesigi HT-29 hiicre hatt1 ¢izik deneyi grafigi

Yapilan deneyler sonucunda V030-2239 inhibitoriiniin HT-29 hiicrelerinin yara iyilestirme

kapasitelerini azalttig1 bulgulanmistir (Sekil 4.52).

V030-2239
150
Ea Kontrol
Em V030-2239
100
c
)
<
32
50
0_

> > > > > > > >
) ) ) @ 2 ) L) 9

HT-29

Sekil 4.52: V030-2239 bilesigi HT-29 hiicre hatt1 ¢izik deneyi grafigi

Yapilan deneyler sonucunda Y040-3184 inhibitoriiniin HT-29 hiicrelerinin yara iyilestirme

kapasitelerini azalttig1 bulgulanmigtir (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53: Y040-3184 bilesigi HT-29 hiicre hatt1 ¢izik deneyi grafigi

Yapilan deneyler sonucunda pozitif kontrol olan SLO1-01 inhibitoriiniin HT-29 hiicrelerinin

yara iyilestirme kapasitelerini azalttig1 bulgulanmistir (Sekil 4.54).
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Sekil 4.54: SLO101 bilesigi HT-29 hiicre hatt1 ¢izik deneyi grafigi
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4.6.2 SW480 hiicrelerinde potansiyel inhibitorlerin yara iyilestirme etkisinin
belirlenmesi

SW480 hiicreleri ile yapilan yaralanma deneyi sonucunda, F688-0005, C592-3284, S322-

0083 ve SLO1-01 bilesiklerinde % alanin kontrole kiyasla arttig1 tespit edildi (Sekil 4.55).
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Sekil 4.55: SW480 hiicre hatt1 ¢izik deneyi goriintiileri

Yapilan deneyler sonucunda F688-0005 inhibitdriintin SW480 hiicrelerinin yara iyistirme

kapasitelerini biiyiik dl¢iide azalttigi bulgulanmistir (Sekil 4.56).
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Sekil 4.56: F688-0005 inhibitdrii SW480 hiicre hatti ¢izik deneyi grafigi

Yapilan deneyler sonucunda Y040-4759 inhibitoriiniin SW480 hiicrelerinin yara iyilestirme

kapasitelerini azalttig1 bulgulanmigtir (Sekil 4.57).
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Sekil 4.57: Y040-4759 inhibitorii SW480 hiicre hatti ¢izik deneyi grafigi

Yapilan deneyler sonucunda C592-3284 inhibitoriintin SW480 hiicrelerinin yara iyilestirme

kapasitelerini biiyiik dl¢iide azalttigi bulgulanmistir (Sekil 4.58).
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Sekil 4.58: C592-3284 inhibitorii SW480 hiicre hatt1 ¢izik deneyi grafigi

Yapilan deneyler sonucunda S322-0083 inhibitdriiniin SW480 hiicrelerinin yara iyilestirme

kapasitelerini biiytlik 6l¢iide azalttigi bulgulanmistir (Sekil 4.59).
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Sekil 4.59: S322-0083 inhibitorii SW480 hiicre hatti ¢izik deneyi grafigi

Yapilan deneyler sonucunda pozitif kontrol olan SLO1-01 inhibitoriiniin SW480 hiicrelerinin

yara iyilestirme kapasitelerini azalttig1 bulgulanmistir (Sekil 4.60).
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Sekil 4.60: SLO101 inhibitori SW480 hiicre hatt1 ¢izik deneyi grafigi

4.7 Secilmis Olan Inhibitérlerin RSK Yolag Uzerindeki AKtvitelerinin Belirlenmesi
Potansiyel inhibitorlerin RSK1 ve RSK2 aktivitesine etkisi western blotting yontemiyle
Bolim 3.2.6.4°te verilen protokol kullanilarak incelendi. Etkiler, SW480 ve HT-29
hiicrelerinde degerlendirildi. Inhibitorler, ICso dozunda uygulandiktan 2 saat sonra, hiicre
peletleri RIPA tamponu ile toplanarak alindi. Ayni zamanda 72 saate kazima islemi
gerceklestirildi. Erken ve gec saat olmak iizere iki tipte uygulamalar ypaildi. Boliim atiflar
yapmamiz lazim. Antikor olarak toplam RSK ve RSK2 kullanildi. Elde edilen bantlar,
IMAGE J yazilim1 ile densitometrik analiz edilip grafikler olusturuldu. Caligma sonucunda,
HT-29 hiicrelerinde F688-0005 bilesiginin RSK ve pRSK?2 seviyelerini ciddi oranda azalttig1
gbzlendi. Ayrica, C592-3214 inhibitorii uygulandiginda pRSK-2/RSK oraninda belirgin bir
diisiis tespit edildi (Sekil 4.61, Sekil 4.62, Sekil 4.63).
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Sekil.4.61: HT-29 Hiicre hattit RSK-pRSK goriintiisii
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Sekil 4.62: HT-29 Hiicre hatti RSK-pRSK grafigi
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Sekil 4.63: pRSK ve RSK Western Blot goriintiileri soldan saga marker, HT-29 F688-
0005, HT-29 SLO1-01, HT-29 Kontrol, SW480 Bilesikler, SW480 SL01-01, SW480
Kontrol

Yapilan analizler sonucunda F688-0005 inhibitoriiniin pRSK diizeyini pozitif kontroliimiize

kiyasla HT-29 hiicre hattinda ciddi sekilde azalttigin1 goriiyoruz (Sekil 4.63).
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Sekil 4.64: HT-29 F688-0005 pRSK kat protein grafigi

Yapilan analizler sonucunda F688-0005 inhibitoriiniin RSK diizeyini pozitif kontroliimiize

kiyasla HT-29 hiicre hattinda azalttigin1 goriiyoruz (Sekil 4.64).
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Sekil 4.65: HT-29 F688-0005 RSK kat protein grafigi

Yapilan analizler sonucunda F688-0005 inhibitoriinlin pRSK/RSK diizeyini pozitif
kontroliimiize kiyasla HT-29 hiicre hattinda azalttigin1 goriiyoruz (Sekil 4.65).
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Sekil 4.66: HT-29 F688-0005 pRSK/RSK kat protein grafigi
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SW480 hiicre hattinda western blot analizleri sonucunda olusan RSK diizeyleri grafikte

gosterildigi gibidir. Tiim inhibitorlerin RSK diizeyinde artig goriilmiistiir (Sekil 4.66).
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Sekil 4.67: SW480 Bilesikler RSK kat protein grafigi

SW480 hiicre hattinda western blot analizleri sonucunda olusan RSK diizeyleri grafikte

gosterildigi gibidir. Tiim inhibitorlerin pRSK diizeyinde artis goriilmiustiir (Sekil 4.67).
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Sekil 4.68: SW480 pRSK kat protein grafigi

SW480 hiicre hattinda western blot analizleri sonucunda olugan pRSK/RSK diizeyleri
grafikte gosterildigi gibidir. Y040-4759 inhibitoriinde pRSK oraninin ciddi sekilde arttig
goriilmiistiir (Sekil 4.68).
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Sekil 4.69: SW480 pRSK/RSK kat protein grafigi
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5. SONUC VE TARTISMA
RSK geni genel olarak hiicre iginde kritik yolaklarda gorev alan bir gendir [68].

Proliferasyon, hiicre dongiisii, metastaz gibi kritik kanser yolaklarinda yer alir. Bundan
dolay1 kanser hiicrelerinin hayatta kalma mekanizmasinda olduk¢a 6nemli bir role sahiptir.
Yapilan g¢alismalar RSK’nin hiicre icerisinde aktive olup proliferasyonu ve metastazi
artirdigini [109], baz1 inhibitdrlerin in vitro ¢aligmalarinda RSK genini hedef alarak kolon

kanseri hiicrelerini baskiladigini géstermistir [93].

Literatiirde RSK inhibitorlerinin terapotik amagh  kullanimiyla ilgili ¢alismalar
bulunmaktadir, fakat bu inhibitorlerin neredeyse tamami tedavi amagh kullanilamamaktadir.
SLO101 inhibitori, diisiik kararlilik gostermekte ve diisiik etkili oldugundan kullanim igin
uygun degildir [89]. BI-D1870 yiiksek derisimde nonspesifik etki ve yetersiz farmakokinetik
etki gostermektedir [92]. LJH685 ve LJI308 diisiik yarilanma omrii ve in vivo ¢alismalarda
etkisinin az oldugu rapor edilmektedir [94]. BIX02565 hedef dis1 etkilere sahiptir [96]. FMK
inhibitorii ise yine kararlilik sorunu ile bilinmektedir [54]. Yalnizca PMD-026 inhibitdrii oral
kullanimda uygunluguyla goze ¢arpmaktadir. Meme kanseri tedavisi igin gelistirilen bu ilag

adayi ile preklinik ¢alismalarda umut verici sonuglar elde etmistir [54].

Bu tez kapsaminda halihazirda bulunan RSK inhibitorlerinin terapdtik kullanimi sinirh
oldugundan kolon kanseri lizerinde yeni ve daha etkili tedavi stratejileri tiretilmesi amaciyla
ChemDiv kimyasal veri tabanindan temin edilen indol ve triazol iskeletli 10 bilesigin ve

diger bir bilesigin in vitro ¢aligmalariyla potansiyellerinin aydinlatilmas1 amaglanmustir.

RSK genine yonelik sanal tarama ve molekiiler modelleme g¢aligmalari ile belirlenen ve
temin edilen potansiyel inhibitorlerin in vitro etkinlikleri SW480 ve HT-29 kolorektal kanser
hiicre hatlar1 ile saghkli HUVEC hiicre hattt kullanilarak kapsamli bir sekilde
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler ile, test edilen bilesiklerin hiicre hattina 6zgii farkl
etkiler gosterdigini ve bazi bilesiklerin molekiiler ve hiicresel diizeyde apoptoz siireglerini
etkin bicimde tetikledigini ortaya koymustur. Bu durum, HT-29 ve SW480 hiicre hatlari

arasindaki mutasyon farkliliklarindan kaynaklandigini diistinmek miimkiindiir.

SW480 hiicre hatt1 tek basina degerlendirildiginde, ICso degerlerine gore en etkili bilesiklerin
sirastyla C592-3214, F688-0005, Y040-4759 ve S322-0083 oldugu goriilmektedir. Bu
sonug, Ozellikle C592-3214 ve F688-0005 bilesiklerinin SW480 hiicrelerinde yiiksek
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antiproliferatif etki gdsterdigini gostermektedir. F688-0005 bilesiginin koloni formasyon ve
yara iyilesme testlerinde hiicresel diizeyde apoptozu indiiklemesi, bu bilesigin yalnizca hiicre
cogalmasini baskilamadigini, ayni zamanda programli hiicre 6liimiinii aktif hale getirdigini
distindiirmektedir. Benzer sekilde, C592-3284 ve S322-0083 bilesiklerinin molekiiler
diizeyde apoptoz indiiksiyonu saglamasi, bu bilesiklerin hiicre i¢i sinyal yolaklarina
dogrudan etki ettigini ve muhtemelen RSK inhibisyonu aracilifiyla hiicresel olimi

tetikledigini gostermektedir.

HT-29 hiicre hattina bakildiginda ise daha fazla sayida bilesigin apoptotik siirecleri
tetikledigi gozlenmistir. 1Cso degeri bakimindan en diisiik etki V031-1748 bilesiginde
gozlense de, Y040-4759, 6190-0389, V030-2239, C592-3284 ve V031-1748 bilesiklerinin
hem hiicresel hem de molekiiler diizeyde apoptoz siireclerine etki ettigi goriilmiistiir. Bu
durum, HT-29 hiicre hattinin bazi bilesiklere karsi daha duyarli oldugunu ya da bu
bilesiklerin hiicreye giris ve etki mekanizmalariin bu hiicre tipinde daha belirgin oldugunu

diistindiirmektedir.

Saglikli  hiicre modeli olarak kullanilan HUVEC hiicreleri iizerinden yapilan
degerlendirmede, toksik etki gosteren bilesik sayisinin smirli olmasi, bazi inhibitorlerin
secici toksisite potansiyeli tasidigini ortaya koymustur. Ozellikle C592-3214 bilesiginin ii¢
hiicre hattinda da toksik etki gostermesi, bu bilesigin yiiksek potansiyele sahip olmasina
ragmen segicilik agisindan dikkatle degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir. Bu durum,
etkili bilesiklerin her zaman giivenli olmayabilecegini ve potansiyel inhibitdrlerin
gelistirilme siirecinde hem etkinlik hem de giivenlik profillerinin birlikte gdz Oniinde

bulundurulmasinin énemini ortaya koymaktadir.

Calismanin dikkat ¢ekici bir yonii de, ayn1 bilesigin farkli hiicre hatlarinda gosterdigi farklh
etkiler olmustur. Ornegin, bazi bilesikler SW480 hattinda belirgin apoptoz etkisi gosterirken
HT-29 hattinda daha siirli etki sergilemistir. Bu farkliliklar, RSK ekspresyon diizeyleri,
hiicre i¢i hedef proteinlerin varligi veya hiicrelerin genel diren¢ mekanizmalarindan
kaynaklaniyor olabilir. Bu baglamda, molekiiler diizeyde yapilacak daha detayl1 analizler,
her bir bilesigin hiicre tipi spesifik etki mekanizmalarinin ortaya konmasina katki

saglayacaktir.
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Elde edilen bulgular, RSK inhibitorlerinin kolorektal kanser tedavisinde potansiyel ajanlar
olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir. Ozellikle F688-0005, C592-3284, Y040-
4759 ve 6190-0389 bilesikleri, hem hiicresel hem de molekiiler diizeyde gosterdikleri
etkinlik ile one ¢ikmakta ve ileri asama deneylerde degerlendirilmek iizere giiclii adaylar
olarak One ¢ikmaktadir. Bununla birlikte saglikli hiicre hatti olarak kullanilan HUVEC
hiicrelerinde gozlenen toksik etkiler, bu bilesiklerin sistemik uygulamalarda olusturabilecegi
olas1 yan etkilerin de dikkate alinmas1 gerektigini ortaya koymaktadir. Deney sonuglarinin

tablolastirilmis hali Tablo 5.1°de gosterilmektedir.

Sonug olarak, bu tez kapsaminda yapilan in vitro analizler, RSK inhibitorlerinin hiicre tipi
spesifik etkiler gosterebildigini ve bazi bilesiklerin hem apoptotik aktivite hem de secici
toksisite bakimindan dikkat gekici ozellikler tasidigimi gostermistir. Ilerleyen siiregte
yapilacak in-vivo ¢alismalar ve farmakokinetik degerlendirmeler ile bu bilesiklerin klinik
acidan tasidig1 potansiyel daha net ortaya konulabilecektir. Ayrica, bilesiklerin dogrudan
hedeflerine baglanma kapasitelerini ortaya koyacak biyokimyasal testler de etki

mekanizmalarinin daha ayrintili anlagilmasina katki saglayacaktir.
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Tablo 5.1: Sonug tablosu

Ligand Yontem  Veri PDB ve ICso ICso ICso Molekiiler  Hiicresel
Taban1 Yerlestirme = SW480 HT-29 HUVEC  Apoptoz Apoptoz
Skoru
(kcal/mol)
Y 040- Screen  ChemDiv 2Z7Q >150 69.321 =150 - -
3184 library  / Indol (-7.752) 2
(APIO-
EE-07)
Y040- Farmak ChemDiv 2Z7R 26.532 =150 74.31 +(HT-29), -
4759 ofor / indol (-9.192) +(SW480
haritala )
ma
(APIO-
EE-07)
F688- Farmak ChemDiv 2Z7R 63.614 61.056 >150 - +(SW4
0005 ofor / Triazol  (-8.556) 3 80)
haritala
ma
(APIO-
EE-07)
6190- Screen  ChemDiv 27Z7Q >150 78.372  >150 - +(HT-
0389 library  / Triazol  (-7.849) 7 29)
(APIO-
EE-07)
D217- Yapt ChemDiv 2Z7R >150 >150 >150 - -
0222 esasl / Triazol  (-9.535)
Y206- Yapt ChemDiv 277Q >150 >150 >150 - -
0033 esasli / Triazol  (-11.27)
V030- - ChemDiv - >150 54.135 91.06 +(HT-29) -
2239 / Indol 5
S322- Yapt ChemDiv 5D9K 17.703 =150 >150 +(SW480 -
0083 esasli  /Indol (-9.310) 7 )
C592- Yapi ChemDiv 3UBD 64.026 75.552 81.99 +(HT-29) +(HT-
3214 esasli / Triazol  (-8.193) 8 3 29)
V031- Yapt ChemDiv 3UBD >150 31.669 =>150 +(HT-29) -
1748 esasl / indol (-9.236) 6
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